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Cambios de eficiencia sináptica y síntesis de nuevas moléculas en las neuronas 
constituyen la base para explicar la conversión de una memoria lábil en una memoria 
duradera durante un proceso conocido como consolidación. Esta memoria duradera 
puede recuperar su estado lábil si es reactivada y posteriormente recobrar su persistencia 
en un proceso denominado reconsolidación. De esta manera, una memoria previamente 
consolidada puede ser reforzada o incluso actualizada con nueva información, según sea 
reactivada en ausencia o en presencia de novedad respectivamente. Tradicionalmente, los 
estudios sobre aprendizaje y memoria han sido diseñados para desentrañar el papel 
neuronal en estos procesos. Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado la 
participación de células gliales en funciones hasta hace poco desconocidas. Por ello, 
nuestro objetivo en este trabajo es estudiar la posible implicación de las células gliales, 
especialmente microglía y astroglía, en los procesos de adquisición, consolidación y 
reconsolidación de la memoria. 
Las células microgliales son muy activas, capaces de responder a cambios en el espacio 
extracelular. Usando sistémicamente minociclina, un inhibidor de la activación microglial, 
demostramos que la microglía no es necesaria para la adquisición de nueva información 
ni para el refuerzo de memorias ya almacenadas de reconocimiento de objetos (RO). Sin 
embargo, la consolidación de nueva información adquirida, así como la actualización de 
memorias de RO previamente almacenadas, requieren de la activación microglial. Estos 
resultados correlacionan con un aumento en el tamaño celular de la población microglial, 
marcada con EGR-1 en el hipocampo, tras sesiones de entrenamiento y reactivación con 
novedad de RO. Tales cambios de área no suceden cuando administramos minociclina 
justo después de las sesiones mencionadas anteriormente. Además, demostramos que la 
activación de la microglía es requerida para la adecuada expresión de c-Fos en el 
hipocampo, un trazador de cambio de actividad neuronal, tras el entrenamiento y la 
reactivación con novedad de RO. Todo ello, sugiere que la microglía, a través de la 
regulación de la actividad neuronal, participa en el almacenamiento duradero de nueva 
información como nueva memoria o recuerdo actualizado. Por último, la administración 
junto con minociclina de D-serina, un transmisor ligado a la actividad de los astrocitos 
que actúa como coagonista del receptor NMDA, revierte las alteraciones cognitivas y las 
modificaciones en la activación neuronal provocadas por la inhibición de la activación 
microglial. Es interesante remarcar que la D-serina no recupera el incremento de tamaño 
que se produce en las células microgliales EGR-1+ en los procesos de incorporación de 
nueva información. Estos datos apuntan a que la acción que ejerce la D-serina exógena, 
simula un paso posterior a la activación de la microglía durante la formación y 
actualización de la memoria.  
Nuestros resultados sugieren que la microglía, la astroglía y las neuronas cooperan en el 
almacenamiento de nueva información de RO. En ese sentido, la activación microglial 
precedería a la liberación de D-serina por los astrocitos, que regularía el cambio de 
 
 
actividad neuronal en el hipocampo a través de los receptores NMDA. Estos resultados 





I. INTRODUCCIÓN 11 
I. 1 Bases celulares y moleculares del aprendizaje y la memoria  13 
I. 1.1 Aprendizaje y memoria: definición, clasificación y fases del procesamiento 
de la información 13 
I. 1.2 Bases fisiológicas del aprendizaje y la memoria  14 
I. 1.2.1 LTP, un modelo de plasticidad sináptica  15 
I. 1.3 La formación hipocampal 17 
I. 1.4 Paradigma comportamental que depende del hipocampo: el 
reconocimiento de objetos 18 
I. 2 Las células gliales. Microglía y astrocitos  20 
I. 2.1 Microglía 21 
I. 2.1.1 Funciones de las células microgliales  23 
I. 2.1.1.1 Protección inmunitaria del sistema nervioso central  23 
I. 2.1.1.2 Sensores de cambios extracelulares y de la actividad neuronal  23 
I. 2.1.1.3 Desarrollo y mantenimiento del circuito neuronal  24 
I. 2.1.2 Microglía, comportamiento y memoria  25 
I. 2.1.3 Uso de marcadores microgliales  27 
I. 2.1.4 Técnicas de eliminación o disfunción de la microglía  28 
I. 2.1.4.1  Modelos de eliminación de genes  28 
I. 2.1.4.2  Modelos de eliminación génica condicional  28 
I. 2.1.4.3  Tratamiento farmacológico  29 
I. 2.2 Astroglía 31 
I. 2.2.1 Funciones astrogliales 32 
I. 2.2.1.1 Señales intracelulares de Ca 2+. Diversidad y funciones  
asociadas  32 
I. 2.2.1.2 Protección frente al estrés oxidativo y respuesta astroglial ante 
una lesión 34 
I. 2.2.1.3 Soporte energético y regulación del nivel de K + extracelular  35 
I. 2.2.1.4 Recaptación y liberación de sustancias neuroactivas  37 
I. 2.2.1.4.1 Vías de liberación de gliotransmisores  39 
I. 2.2.2 Astroglía, comportamiento y memoria  41 
I. 2.2.3 Astroglía y D-serina 43 
I. 2.2.4 Marcaje de astrocitos 45 
II. OBJETIVOS 47  
 
III. MATERIALES Y MÉTODOS 51 




III. 2 Administración de sustancias  53 
III. 2.1 Implantación de cánulas 54 
III. 3 Paradigma de comportamiento cognitivo  54 
III. 3.1 Reconocimiento de objetos 54 
III. 3.1.1 Listado de experimentos conductuales de reconoci miento de  
objetos 56 
III. 4 Estudio de los cambios bioquímicos en el hipocampo tras una tarea 
conductual de exploración de objetos  57 
III. 5 Sacrificio de animales y extracción del encéfalo  59 
III. 6 Cuantificación relativa de la expresión génica  59 
III. 6.1 Extracción de ARN 59 
III. 6.2 Cuantificación de ARN 60 
III. 6.3 Retrotranscripción 60 
III. 6.4 Reacción en cadena de la polimerasa semicuantitativa  60 
III. 6.5 Electroforesis de ADN 61 
III. 6.6 Cuantificación relativa de ADN 62 
III. 7 Histología 62 
III. 7.1 Tinción de Nissl  62 
III. 7.2 Inmunohistoquímica 63 
III. 7.3 Inmunofluorescencia 64 
III. 7.4 Captura y análisis de imagen 65 
III. 8 Análisis estadístico 66 
IV. RESULTADOS 67 
IV. 1 Estudio de los cambios de la microglía en el hipocampo tras la exploració n 
de nueva información 69 
IV. 1.1 Análisis de la expresión génica en el hipocampo del marcador microglial 
iba1  a diferentes tiempos tras la exposición a un ambiente rico  69 
IV. 1.2 Análisis del área de células microgliales en el hipocampo tras la 
exposición a un ambiente rico en presencia y ausencia de minociclina  70 
IV. 2 Papel de la microglía en la adquisición y formación de la memoria duradera 
de reconocimiento de objetos 72 
IV. 2.1 Análisis de la adquisición y formación de la memoria duradera tras la 
administración sistémica de minociclina justo después de la sesión de 
entrenamiento de reconocimiento de objetos 72 
IV. 2.2 Determinación de la demanda temporal de la actividad microglial en la 
formación de la memoria duradera de reconocimiento de objetos 73 
IV. 2.3 Análisis de la adquisición y formación de la memoria duradera tras la 
administración intrahipocampal de minociclina justo después de la sesión de 
entrenamiento de reconocimiento de objetos  74 
 
 
IV. 3 Papel de la microglía en la reconsolidación de memorias de reconocimiento 
de objetos 75 
IV. 3.1 Análisis de la reconsolidación de la memoria tras la administración 
sistémica de minociclina justo después de la sesión de reactivación sin novedad 
de reconocimiento de objetos 75 
IV. 3.2 Análisis de la reconsolidación de la memoria tras la administración 
sistémica de minociclina justo después  de la sesión de reactivación con novedad 
de reconocimiento de objetos 77 
IV. 4 Efecto de la minociclina sobre la activación neuronal en el hipocampo 
durante la consolidación de la memoria de reconocimiento de objetos  79 
IV. 4.1 Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre la expresión 
de c-Fos durante la consolidación de la memoria de reconocimiento de  
objetos 79 
IV. 5 Efecto de la minociclina sobre la activación neuronal y el área microglial en 
el hipocampo durante la reconsolidación de la memoria de reconocimiento de 
objetos 81 
IV. 5.1 Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre la expresión 
de c-Fos durante la reconsolidación de la memoria de reconocimiento de 
objetos 81 
IV. 5.2 Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre el área de 
células microgliales durante la reconsolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos 83 
IV. 6 Estudio de los cambios de la astroglía en el hipocampo tras la exploración 
de nueva información 84 
IV. 6.1 Análisis de la expresión génica en el hipocampo de diferentes 
marcadores astrogliales a distintos tiempos tras la exposición a un ambiente 
rico 84 
IV. 6.2 Análisis del área de astrocitos en el hipocampo tras la exposición a un 
ambiente rico 85 
IV. 7 Acción de la D-serina sobre el efecto negativo de la minociclina en la 
formación y la reconsolidación de la memoria de reconocimiento de objetos  87 
IV. 7.1 Análisis de la formación de la memoria duradera tras la coadministración 
sistémica de D-serina y minociclina justo después de la sesión de entrenamiento 
de reconocimiento de objetos 87 
IV. 7.2 Determinación del requerimiento temporal para que la D -serina revierta 
el efecto negativo de la minociclina sobre la formación de la memoria duradera 
de reconocimiento de objetos 88 
IV. 7.3 Análisis de la reconsolidación de la memoria tras la coadministración 
sistémica de D-serina y minociclina justo después de la  sesión de reactivación 




IV. 8 Efecto de la coadministración de D -serina y minociclina sobre la activación 
neuronal y el área microglial en el hipocampo durante la consolidación de la 
memoria de reconocimiento de objetos  91 
IV. 8.1 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y minociclina sobre 
la expresión de c-Fos durante la consolidación de la memoria de reconocimiento 
de objetos 91 
IV. 8.2 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y minociclina sobre 
el área de células microgliales durante la consolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos 93 
IV. 9 Efecto de la coadministración de D-serina y minociclina sobre la activación 
neuronal y el área microglial en el hipocampo durante la reconsolidación de la 
memoria de reconocimiento de objetos  95 
IV. 9.1 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y minociclina sobre 
la expresión de c-Fos en la reconsolidación de la memoria de reconocimiento de 
objetos 95 
IV. 9.2 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y minociclina sobre 
el área de células microgliales durante la reconsolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos 97 
V. DISCUSIÓN 101 
V. 1 Activación de la microglía en respuesta a una tarea cognitiva 104 
V. 2 La microglía participa en la formación de la memoria duradera de 
reconocimiento de objetos 105 
V. 3 La microglía participa en la modificación de memorias de reconocimiento de 
objetos previamente almacenadas 106 
V. 4 La activación microglial modula la actividad neuronal del hipocampo 
durante la formación y la actualización de memorias duraderas de 
reconocimiento de objetos 108 
V. 5 Los astrocitos como posibles intermediarios de la comunicación microglía -
neuronas implicada en la formación y la actualización de memorias duraderas de 
reconocimiento de objetos 110 


























Entender cómo y por qué lo animales se comportan de la manera en la que lo hacen sigue 
siendo un reto fascinante. El comportamiento es el resultado de procesos evolutivos, que 
en ocasiones mediante codificación genética crea instrucciones comportamentales 
innatas y otras veces, elabora mecanismos flexibles que permite a los animales responder 
a los desafíos ambientales que se les presentan. A esta última estrategia, pertenecen los 
procesos de aprendizaje y memoria, que modifican la conducta del animal en base a su 
experiencia. Aunque se han realizado avances importantes, los mecanismos celulares y 
moleculares que permiten el almacenamiento de la información continúan siendo objeto 
de gran interés. Hasta ahora, la mayor parte de los estudios consideran a las neuronas 
como las únicas células involucradas en los procesos de aprendizaje y memoria. Sin 
embargo, el creciente protagonismo que ha ganado el estudio de la glía nos abre una 
nueva vía por explorar. ¿Tendrán estas células alguna implicación en los procesos de 
aprendizaje y memoria? 
I. 1 BASES CELULARES Y MOLECULARES DEL 
APRENDIZAJE Y LA MEMORIA 
I. 1.1 Aprendizaje y memoria: definición, clasificación y fases del 
procesamiento de la información 
El aprendizaje es el proceso biológico que permite adquirir conocimiento sobre el 
mundo, y la memoria es el proceso de retener y reconstruir este conocimiento en el 
tiempo (Kandel et al., 2014). Son por tanto dos conceptos estrechamente ligados, ya que 
un aprendizaje es evaluado en función del recuerdo, y una memoria no puede ser 
construida sin un previo aprendizaje. 
La memoria se clasifica en dos grandes categorías, la memoria explícita y la memoria 
implícita (Scoville y Milner, 1957; Penfield y Milner, 1958; Squire, 1992; Morgado, 2005). 
La memoria explícita hace referencia a los conocimientos sobre hechos (memoria 
semántica), eventos (memoria episódica), lugares, sujetos y objetos, mientras que la 
memoria implícita o de procedimiento, la conforman habilidades motoras y perceptivas. 
En la primera están implicadas principalmente la formación hipocampal y la corteza 
adyacente (Milner et al., 1998; Kandel, 2001), y su recuerdo en humanos supone un 
proceso consciente. En cambio, en la memoria implícita predomina la participación de 
otras áreas cerebrales, como el cerebelo, el estriado y la amígdala, y la evocación del 
recuerdo no supone un proceso consciente. Otro elemento importante que diferencia a 
ambas categorías es que la memoria explícita requiere de la atención del sujeto para una 
correcta codificación de la información y posterior recuerdo (Kandel et al., 2014).  
En el procesamiento de la información son reconocidas distintas fases: adquisición, 
consolidación, reactivación, reconsolidación, extinción, recuerdo y olvido (Kandel, 2001; 
Morgado, 2005). La adquisición, codificación o registro, consiste en la recepción, 
procesamiento y combinación de la información recibida. Es el paso inicial para la 




de los estímulos que acaban de ser percibidos. Es una memoria lábil, muy vulnerable ante 
las interferencias, que se desvanece si no se produce su consolidación. 
La consolidación (acuñado por Müller y Pilzecker, 1900) es el proceso de conversión de 
una memoria lábil (MCP) en una memoria duradera (días a años), conocida como 
memoria a largo plazo (MLP). La MLP es una memoria estable que ofrece resistencia a 
los agentes que interfieren con la MCP (McGaugh, 2000; Kandel, 2001; Dudai, 2004). Sin 
embargo, es posible provocar su amnesia si esta es reactivada antes del tratamiento 
amnésico (Misanin et al., 1968; Schneider y Sherman, 1968). La reactivación es un 
proceso en el que la MLP recupera su estado lábil por reexposición a estímulos 
implicados en el proceso anterior de adquisición (Nader et al., 2000b). Por consiguiente, 
se necesita de un nuevo proceso de consolidación, denominado reconsolidación, para 
que la memoria persista (Przybyslawski y Sara, 1997; Nader et al., 2000a; Sara, 2000; 
Nader y Hardt, 2009). Así, la reconsolidación constituye un mecanismo que permite 
fortalecer una memoria anteriormente consolidada o actualizarla si durante la reactivación 
se introduce nueva información (Lee, 2008, 2010; Alberini, 2011).  
La extinción consiste en la formación de una nueva memoria que desplaza a otra 
anteriormente almacenada con la que guarda relación. Finalmente, el recuerdo es la 
recuperación de información previamente almacenada, mientras que el olvido es la 
imposibilidad de evocar el recuerdo. 
 
Figura I.1. Esquema representativo de las principales fases del procesamiento de la 
información.  
La codificación de nueva información recibe el nombre de adquisición y constituye el paso inicial 
en la formación de la memoria. La memoria a corto plazo, resultado de modificaciones post-
traduccionales, presenta una naturaleza lábil que es fortalecida mediante un proceso de 
consolidación que implica la síntesis de nuevas moléculas. A pesar de su persistencia, la memoria 
a largo plazo puede recuperar su estado lábil mediante la evocación del recuerdo por reexposición 
al estímulo inicial (reactivación), por lo que necesita de un nuevo proceso de consolidación para 
recuperar su estabilidad (reconsolidación). 
I. 1.2 Bases fisiológicas del aprendizaje y la memoria 
Una propiedad del encéfalo de mamíferos es su enorme plasticidad, lo que significa que 




la actividad eléctrica inducidos por la experiencia (Korte y Schmitz, 2016). La plasticidad 
sináptica constituye el mecanismo fundamental del aprendizaje y la memoria (Milner 
et al., 1998). Las conexiones neuronales pueden verse modificadas en la eficacia de la 
transmisión sináptica (plasticidad funcional), así como en la estructura y el número de 
conexiones (plasticidad estructural) (Korte y Schmitz, 2016). La plasticidad funcional es 
el resultado de modificaciones post-traduccionales sobre proteínas preexistentes que 
modifican la fortaleza de la sinapsis, por ejemplo mediante un aumento en la liberación 
de neurotransmisor. Son cambios transitorios que constituyen la base de la formación de 
la MCP (adquisición). En cambio, la plasticidad estructural requiere cambios en la 
expresión (transcripción y traducción) de genes para la síntesis de nuevas proteínas, el 
crecimiento y la formación de nuevas conexiones. Son por tanto, cambios más duraderos 
asociados al remodelado sináptico, característicos de la formación de la MLP 
(consolidación y reconsolidación) (Davis y Squire, 1984; Goelet et al., 1986; Dudai, 2004; 
Inda et al., 2005). Aunque existe una base celular y molecular compartida entre los 
procesos de consolidación y reconsolidación, parece que las vías moleculares y las 
ventanas temporales de sensibilidad a inhibidores de la traducción no son las mismas en 
ambos procesos (Taubenfeld et al., 2001; Milekic y Alberini, 2002; Lee, Everitt, et al., 
2004; Alberini, 2005; von Hertzen y Giese, 2005; Maroun y Akirav, 2009; Romero-
Granados et al., 2010). En cualquier caso, ambas fases del procesamiento de la 
información requieren de la transcripción de novo de ADN, ya sea para la expresión de 
nuevas proteínas o para la generación de transcritos de ARN no codificantes que 
desarrollan un papel regulador sobre la expresión génica (Abel y Kandel, 1998; Milner 
et al., 1998; Abel y Lattal, 2001, revisado recientemente por Alberini y Kandel, 2015).  
Un grupo importante de genes implicados en la formación de la MLP (Robertson, 1992; 
Dragunow, 1996; Tischmeyer y Grimm, 1999; Guzowski, 2002) son los genes de 
expresión inmediata temprana cuya inducción por cambios en la actividad neuronal 
produce modificaciones estables en la fortaleza de las sinapsis (Abraham et al., 1993; 
Worley et al., 1993). El gen Fos, que codifica la proteína c-Fos, fue uno de los primeros 
genes en el que se reconoció un rápido cambio en su expresión en respuesta a la actividad 
neuronal (Greenberg et al., 1986). Además, se ha demostrado un incremento en su 
expresión ante una amplia variedad de estímulos fisiológicos (Morgan et al., 1987; Rusak 
et al., 1990; Anokhin et al., 1991) o tras un entrenamiento comportamental (Hess et al., 
1995; Vann et al., 2000). Más aún, la supresión de la síntesis de c-Fos afecta a la formación 
de la MLP sin perjudicar a la adquisición de información (Grimm et al., 1997; Guzowski, 
2002).  
I. 1.2.1 LTP, un modelo de plasticidad sináptica 
Uno de los fenómenos más estudiados asociado a cambios en el fortalecimiento de la 
sinapsis es la potenciación sináptica a largo plazo (LTP, del inglés Long-Term Potentiation). 
Fue inicialmente descrita por Lomo en 1966 y más extensamente por Bliss y Lomo en el 
hipocampo de conejos anestesiados en 1973. Ambos descubrieron que tras estimular una 




persistente en la fortaleza de la transmisión sináptica. Desde su descubrimiento hasta la 
actualidad ha sido descrito en diferentes especies de vertebrados incluyendo primates no 
humanos (Urban et al., 1996) y humanos (Beck et al., 2000; Cooke y Bliss, 2006), así 
como en diferentes regiones encefálicas: cerebelo, amígdala, corteza prefrontal, corteza 
sensorial o corteza motora (Castro-Alamancos et al., 1995; Blond et al., 2002; D’Angelo 
et al., 2005; Sigurdsson et al., 2007), siendo el hipocampo la región donde más se ha 
estudiado (Bliss y Collingridge, 2013). 
Este modelo de plasticidad sináptica, que depende de actividad, trajo consigo otro 
descubrimiento importante, la participación de un receptor iónico de glutamato de tipo 
NMDA (N-metil-D-aspartato) como elemento clave de muchas formas de LTP en el 
sistema nervioso central (SNC) (Collingridge et al., 1983). Además, fue descrito que la 
apertura del canal iónico del receptor NMDA es dependiente de voltaje y ligando, lo que 
lo convierte en un detector de coincidencia, ya que para abrirse el canal requiere de la 
despolarización de la membrana postsináptica y de la liberación de glutamato por la 
neurona presináptica en un tiempo próximo (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Una 
vez abierto el canal se produce la entrada de Ca2+, capaz de activar un amplio rango de 
vías de señalización que han sido implicadas en la inducción y estabilización de algunas 
formas de LTP (Barrionuevo y Brown, 1983; Chittajallu et al., 1998; Malenka y Bear, 
2004; Lisman et al., 2012; Huang et al., 2013; Kandel et al., 2014). Por otro lado, la 
actividad del receptor NMDA está regulada por un sitio de unión de coagonistas, 
conocido como sitio de unión de glicina, un aminoácido capaz de potenciar la respuesta 
mediada por el receptor (Johnson y Ascher, 1987) y disminuir su desensibilización (Mayer 
et al., 1989). De hecho, la acción de la glicina permite la formación de LTP usando 
protocolos de estimulación de menor frecuencia (Hayashi et al., 2006). Otros 
aminoácidos como D-alanina y D-serina también se unen al sitio de unión de coagonistas 
del receptor NMDA y presentan mayor afinidad que la propia glicina (Nishikawa, 2011). 
Aunque muchos de los protocolos de estimulación utilizados en la inducción de LTP son 
considerados improbables en condiciones fisiológicas, se han encontrado importantes 
correlaciones entre LTP y conducta (Kandel et al., 2014). Por ejemplo, la inhibición de 
los receptores NMDA a niveles suficientes para bloquear la LTP en el hipocampo, 
incapacita al animal para aprender una localización espacial (Morris et al., 1986).  
En contraposición a la LTP, protocolos de estimulación a baja frecuencia pueden inducir 
una reducción duradera en la respuesta sináptica en las mismas sinapsis capaces de 
mostrar LTP (Korte y Schmitz, 2016). Este fenómeno de plasticidad es conocido como 
depresión sináptica a largo plazo (LTD, del inglés Long-Term Depression) (Dudek y Bear, 





I. 1.3 La formación hipocampal 
En el encéfalo de mamíferos existe una región ampliamente relacionada con los procesos 
de aprendizaje y memoria explícita, conocida como formación hipocampal (Kandel, 
2001). Situada en lo profundo del lóbulo temporal medial de ambos hemisferios, está 
constituida por distintas subregiones entre las que destacan el subículo, la corteza 
entorrinal y el hipocampo propiamente dicho, que está compuesto por el giro dentado y 
el asta de Amón o cornu ammonis (CA), subdividido principalmente en CA3 y CA1 
(Khalaf-Nazzal y Francis, 2013; Radonjic et al., 2014) (Fig.I.2).  
El giro dentado (GD) está compuesto de tres capas, la capa molecular, la capa granular y 
el hilus (Fig.I.2B). La capa molecular y el hilus contienen interneuronas inhibidoras que 
modulan la actividad eferente de las células de la capa granular. Las células granulares 
presentan axones altamente ramificados que forman la vía de las fibras musgosas. El cornu 
ammonis (CA) está formado por las capas stratum oriens, stratum pyramidale y la zona 
molecular, aunque suelen subdividirse en más capas, por ejemplo el stratum radiatum y el 
stratum lacunosum/moleculare que engloban los segmentos proximales y distales de las 
dendritas apicales de las neuronas piramidales, región a la que haremos referencia bajo el 
primer término (Fig.I.2B). El stratum pyramidale es la zona principal, contiene los cuerpos 
celulares, mientras que el resto de capas lo componen axones, dendritas y diferentes tipos 
de interneuronas. En CA3, las células piramidales hacen sinapsis recurrentes con otras 
neuronas de la región y con células de CA3 y CA1 del hipocampo contralateral a través 
de las conexiones comisurales. Las células granulares y piramidales son principalmente 
glutamatérgicas, mientras que las interneuronas son GABAérgicas. Otros transmisores 
como la sustancia P, el polipéptido intestinal vasoactivo, la somatostatina, el factor 
liberador de corticotropina, la dinorfina o el neuropéptido Y están presentes en niveles 
inferiores (Radonjic et al., 2014). 
Cada región del hipocampo proyecta a regiones vecinas pero no siempre de forma 
recíproca (Hjorth-Simonsen, 1973), así las conexiones entre subregiones del hipocampo 
conforman un circuito unidireccional que recibe el nombre de circuito trisináptico 
(Andersen et al., 1969) (Fig.I.2). El circuito se inicia en la corteza entorrinal cuyos axones 
forman la vía perforante que atraviesa el subículo hacia la capa molecular del GD, donde 
se produce la sinapsis con las dendritas de las células granulares (1ª sinapsis). Estas 
proyectan sus axones altamente ramificados (fibras musgosas) a través del hilus sobre las 
dendritas apicales de las células piramidales de CA3 (2ª sinapsis), que a través de la vía de 
las colaterales de Schaffer hacen sinapsis con las dendritas apicales de las células 
piramidales de CA1 (3ª sinapsis). Finalmente, la subregión de CA1 conecta con el 
subículo y la corteza entorrinal. A lo largo del circuito trisináptico existen conexiones 
entre las diferentes células principales y las interneuronas inhibidoras. Además, hay 
proyecciones directas desde las células de la capa II de la corteza entorrinal hacia las 
dendritas apicales de CA3 (vía perforante) y desde las células de la capa III de la corteza 






Figura I.2. Circuito neuronal del hipocampo de ratón adulto.  
(A) Localización tridimensional del hipocampo en el encéfalo de ratón adulto en relación a 
diferentes coordenadas anatómicas. (B-C) Ilustración y diagrama del flujo de información 
ipsilateral en el hipocampo y su interconexión con la corteza entorrinal (CE). La principal 
aferencia al hipocampo es la vía perforante (P) que transmite información procedente de la capa 
II de la CE medial (líneas verdes) y lateral (líneas rosas) a diferentes niveles del árbol dendrítico 
de las células granulares del giro dentado (GD) situado en la capa molecular. Las neuronas 
granulares a través de sus axones (fibras musgosas) proyectan hacia las dendritas apicales de las 
células piramidales de CA3, las cuales inervan las neuronas piramidales de CA1 vía colaterales de 
Schaffer. Las neuronas de CA1 establecen conexiones de regreso a la CE, aunque a capas más 
profundas, cerrando así el circuito. A su vez, CA3 también recibe proyecciones directas 
procedentes de la capa II de CE a través de la vía perforante (P), y CA1 recibe aferencias de la 
capa III de CE mediante la vía temporoamónica (T). (C) Además, las células de la capa granular 
de GD conectan con células musgosas e interneuronas del hilus que envían señales excitadoras e 
inhibidoras respectivamente a las células granulares. Finalmente, las células de CA3 realizan 
sinapsis con otras neuronas de la misma región y mediante conexiones comisurales contactan 
con neuronas de CA3 y CA1 del hipocampo contralateral (no mostrado). Imágenes modificadas 
de Deng et al., 2010 y Bannerman et al., 2014. 
I. 1.4 Paradigma comportamental que depende del hipocampo: el 
reconocimiento de objetos 
El paradigma comportamental de reconocimiento de objetos (RO) es un modelo muy 
robusto en el estudio de la formación de memorias explícitas (lábiles y duraderas) no 
espaciales (Cohen y Stackman Jr., 2015). Su base se sustenta en la propensión de los 
roedores a explorar e interactuar más con un objeto novedoso frente a uno familiar 




para inducir la conducta (Ennaceur y Delacour, 1988). Esta preferencia se manifiesta 
mediante un mayor acercamiento, olfateo, manipulación y elevación sobre los objetos 
novedosos frente a los objetos familiares (Aggleton, 1985). Aunque el paradigma permite 
variaciones en su protocolo, nuestro estudio se centra en aquel que comprende (1) una 
sesión de entrenamiento en la que el ratón codifica la información al explorar dos objetos 
idénticos en una arena familiar, (2) un tiempo ajustable en el que el animal permanece en 
la jaula de estabulación, durante el cual se forma la memoria a corto o largo plazo en 
función de su duración y (3) un test de evaluación del recuerdo, donde el animal es 
devuelto a la arena con un objeto idéntico al del entrenamiento (familiar) y otro 
desconocido (novedoso) (Cohen y Stackman Jr., 2015). 
Además de la participación de las cortezas sensoriales (olfativa, somatosensorial y visual) 
que captan y codifican la información del entorno, destaca la actividad del lóbulo 
temporal medial, que procesa la información para su almacenamiento. En esta área se 
encuentran diferentes regiones implicadas en el reconocimiento de objetos: el 
hipocampo, la corteza entorrinal y las cortezas extra-hipocampales (perirrinal y postrrinal) 
(Buffalo et al., 1999; Squire et al., 2004; Eichenbaum et al., 2007). Todas ellas están 
interconectadas, de modo que el hipocampo tiene conexiones con las cortezas extra-
hipocampales a través de la corteza entorrinal (Dickerson y Eichenbaum, 2010; 
Kinnavane et al., 2016).  
Las áreas neocorticales que procesan la información sensorial unimodal acerca de las 
cualidades de los objetos (el componente “qué”) y aquellas que procesan la información 
espacial, contextual (el componente “dónde”) proyectan sus aferencias a la corteza 
perirrinal y postrrinal respectivamente (Suzuki y Amaral, 1994; Burwell et al., 1995; 
Ranganath y Ritchey, 2012). Aunque hay conexiones entre ambas cortezas extra-
hipocampales, las corrientes de procesamiento "qué" y "dónde" se mantienen separadas 
anatómicamente en la corteza entorrinal. De ese modo, la corteza perirrinal conecta 
principalmente con la corteza entorrinal lateral y la corteza postrrinal con la corteza 
entorrinal medial. Ambos componentes de información convergen en el hipocampo, 
implicado posiblemente en la asociación y categorización de ambas variables aisladas 
(Brown y Aggleton, 2001) (Fig.I.3). Además, parece que la corteza perirrinal y postrrinal 
presentan conexiones directas con CA1 y subículo manteniendo la segregación 
anatómica; la corteza perirrinal está más fuertemente conectada con la zona anterior y la 
postrrinal con la posterior, al menos en humanos (Ranganath y Ritchey, 2012). Así, dada 
la implicación del hipocampo, su inactivación total o parcial, bajo determinadas 
condiciones, impide la formación de la memoria de reconocimiento de objetos (Cohen y 





Figura I.3. Organización funcional de la memoria de reconocimiento en el lóbulo 
temporal medial.  
La información neocortical proyecta las características del objeto a la corteza perirrinal y la 
corteza entorrinal (CE) lateral, mientras que los detalles sobre el entorno de los objetos son 
transmitidos a la corteza postrrinal y la CE medial. Ambas corrientes convergen en el hipocampo, 
donde el objeto es representado en el contexto donde fue explorado y son bidireccionales. 
Modificado de Eichenbaum et al., 2012. 
I. 2 LAS CÉLULAS GLIALES. MICROGLÍA Y ASTROCITOS 
La señalización eléctrica y la transmisión sináptica constituyen la base de la función 
cerebral, sin embargo el estudio aislado del componente neuronal aporta una explicación 
sesgada de los procesos cognitivos complejos. En los últimos años, las células gliales, un 
conjunto de células muy diversas con múltiples funciones y presentes en un alto número 
en el sistema nervioso, han sido consideradas en el estudio de los mecanismos celulares 
y moleculares del aprendizaje y la memoria (Fields et al., 2014). 
El número de células gliales en el encéfalo es similar al de neuronas (Herculano-Houzel, 
2014), ambos conforman los tipos celulares mayoritarios del sistema nervioso. Por tanto, 
cabe esperar la posible participación de la glía en otras funciones, más allá de su labor 
como células de soporte de las neuronas. Pese a que estas células no propagan potenciales 
de acción, mantienen una interacción física y una comunicación química con las 
neuronas. Los tipos fundamentales de glía en el SNC son los astrocitos y 
oligodendrocitos, derivados del neuroectodermo, y la microglía, derivada del mesodermo. 
Sus análogos en el sistema nervioso periférico (SNP) son las células satélite, las células de 
Schwann y los macrófagos respectivamente (Hutchins et al., 2003). La intercomunicación 
entre células microgliales, astrocitos y neuronas en el hipocampo sostiene el núcleo de 




I. 2.1 Microglía 
La microglía son las células que conforman el sistema inmunitario innato del SNC. Se 
estima que entre un 5-20% de las células del encéfalo de ratón son microgliales (Hof et 
al., 2008), si bien su porcentaje varía entre regiones cerebrales y especies (Lawson et al., 
1990; Mittelbronn et al., 2001). Aunque tuvo importantes predecesores, fue Pío del Río-
Hortega quien modificando el método de marcaje con carbonato de plata de Cajal, 
convenció a la comunidad científica del descubrimiento de un nuevo tipo celular al que 
denominó microglía (Río-Hortega, 1919a, 1919b, 1919c, revisado en Kettenmann et al., 
2011 y Tremblay et al., 2015).  
Las células microgliales derivan de progenitores de origen mesodérmico/mesenquimal 
originados en el saco vitelino en el día embrionario 8,5 (E8,5) que migran al encéfalo 
desde E9,5-10,5 hasta que se forma la barrera hematoencefálica (E13,5-14,5) (Ginhoux 
et al., 2010; Kierdorf et al., 2013; Waisman et al., 2015; Matcovitch-Natan et al., 2016). 
Estas células migratorias tienen una morfología ameboide que adquiere un fenotipo 
ramificado al invadir el parénquima encefálico, donde proliferan y se distribuyen 
(Kettenmann et al., 2011). Esta es la única fuente de microglía en el encéfalo sano junto 
con su capacidad de auto-renovación, aunque en condiciones patológicas pueden 
producirse infiltraciones de células mieloides procedentes de la médula espinal 
(Matcovitch-Natan et al., 2016). No obstante, el origen de la microglía y su 
mantenimiento en el encéfalo adulto no está exento de debate (Soulet y Rivest, 2008; 
Waisman et al., 2015; ElAli y Rivest, 2016). 
La microglía está distribuida de forma regular, de manera que cada célula ocupa un 
volumen definido del parénquima encefálico sin solapar con los dominios de células 
microgliales vecinas (Lawson et al., 1990) (Fig.I.4A). Las células microgliales presentan 
un perfil transcripcional heterogéneo que varía en función de la región cerebral, la edad 
y las señales del medio. Posiblemente esta diversidad microglial se deba en parte a los 
distintos microambientes del tejido nervioso, caracterizados por diferencias en subtipos 
neuronales, la presencia o no de vainas de mielina, perfiles de neurotransmisores, 
variaciones en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica y la presencia de distintos 
tipos celulares (Schwartz et al., 2006; Kettenmann et al., 2011; Njie et al., 2012; Hanisch, 
2013; Gertig y Hanisch, 2014; Doorn et al., 2015; Grabert et al., 2016). Esta 
heterogeneidad transcripcional supone diferencias en la respuesta microglial ante un 
mismo estímulo (Schwartz et al., 2006; Grabert et al., 2016).  
La microglía expresa una gran variedad de receptores que le permite registrar señales 
procedentes del espacio extracelular y de otros tipos celulares, así como cambios en la 
actividad neuronal (Fig.I.4B). Principalmente a partir de cultivos primarios de microglía, 
ha sido descrita la expresión de receptores para distintos neurotransmisores, como 
receptores de purinas y pirimidinas, receptores metabotrópicos de glutamato, receptores 
de dopamina, receptores GABAérgicos, colinérgicos y adrenérgicos. Además, expresan 




de histamina, de endotelinas, de sustancia P, de neurotrofinas y receptores cannabinoides. 
También es conocida la presencia de receptores de citoquinas (p.e. receptor de TNF-α), 
receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (p.e. 
receptores de tipo Toll) y receptores del complemento entre otros (Kettenmann et al., 
2011). Las señales reconocidas por los receptores microgliales afectan a la permeabilidad 
de la membrana, la liberación de moléculas, la movilidad de la célula, el nivel de Ca2+ 
intracelular, etc. (Biber et al., 2007; Pocock y Kettenmann, 2007). A su vez, la microglía 
expresa canales de Ca2+, K+, Cl-, canales de receptores de potencial transitorio (sigla en 
inglés: TRP), etc. (Kettenmann et al., 2011). Por otro lado, las células microgliales son 
capaces de liberar un amplio abanico de sustancias neuroactivas: citoquinas como el 
factor de necrosis tumoral TNF-α (del inglés, Tumor Necrosis Factor), factores tróficos 
como BDNF (del inglés, Brain Derived Neurotrophic Factor), óxido nítrico y 
neurotransmisores como ATP y glutamato (Kettenmann et al., 2013). Recientes 
descubrimientos apuntan a que tales factores, muchos asociados a la actividad inmunitaria 
de la microglía, también participan en otras funciones en el sistema nervioso sano. 
 
Figura I.4. Distribución y señalización de las células microgliales con neuronas y 
astrocitos.  
(A) Los procesos microgliales escanean la red neuronal (gris) y astroglial (azul). Tanto las células 
microgliales como los astrocitos se distribuyen uniformemente con apenas solapamiento entre 
sus procesos en el espacio tridimensional. Sin embargo, procesos de un tipo celular pueden 
solapar con los de otro. Aunque ambos tipos gliales presentan movilidad en sus procesos, la 




neuronas y astrocitos vecinos. (B) Además del contacto físico de la microglía con otros tipos 
celulares, las células microgliales mantienen una intercomunicación química con neuronas y 
astrocitos mediante la expresión de un conjunto de receptores y ligandos como los que se 
muestran en este esquema simplificado. En el recuadro morado se engloban aquellos 
involucrados en situaciones patológicas, entre los cuales se encuadran en verde aquellos que 
además presentan funcionalidad en condiciones fisiológicas. Modificado de Kettenmann et al., 
2013. 
I. 2.1.1 Funciones de las células microgliales 
I. 2.1.1.1 Protección inmunitaria del sistema nervioso central 
En condiciones fisiológicas, la microglía presenta una morfología ramificada, 
caracterizada por un pequeño soma del que emergen finos procesos arborizados, que 
tradicionalmente recibe el nombre de microglía en reposo (en inglés resting microglia) o 
microglía ramificada. Ante una alteración de la homeostasis cerebral, como una infección, 
lesión, enfermedad neurodegenerativa o alteración de la actividad neuronal, la microglía 
modifica su perfil transcripcional, su funcionalidad y morfología adquiriendo un fenotipo 
ameboide con un soma más grande y procesos reducidos; lo que tradicionalmente se 
conoce como activación microglial (Block et al., 2007; Hanisch y Kettenmann, 2007; 
Colton y Wilcock, 2010; Graeber y Streit, 2010). La microglía activada es capaz de 
movilizarse al foco de la lesión a través de gradientes quimiotácticos, incrementar su 
densidad, liberar factores proinflamatorios o inmunoreguladores (p.e. citoquinas), así 
como fagocitar patógenos, células dañadas y restos celulares (Kettenmann et al., 2011). 
De esta manera, la microglía actúa como sistema inmunocompetente del SNC. 
Hasta hace muy poco tiempo, las células microgliales ramificadas eran consideradas 
células inactivas o en reposo a la espera de un evento patológico. Descubrimientos 
recientes nos alejan de considerar a la microglía ramificada como meros sensores de 
daños, añadiendo nuevas funciones, más allá del papel inmunitario descrito arriba 
(Kettenmann et al., 2013; Salter y Beggs, 2014). Por tanto, el concepto de activación 
microglial entendido como la transformación de la microglía hacia un perfil 
inmunocompetente resulta incompleto. Queda mejor definido como un cambio de 
estado funcional de la microglía, no necesariamente inmunitario y que no siempre va 
acompañado de un cambio morfológico obvio (Eskes et al., 2003; Cunningham et al., 
2005). A continuación, se detallan algunas de las diferentes funciones microgliales. 
I. 2.1.1.2 Sensores de cambios extracelulares y de la actividad 
neuronal  
Un rasgo indicativo de actividad en la microglía ramificada es el movimiento. En el 
encéfalo sano de ratón adulto, el movimiento de los procesos microgliales constituye el 
más rápido descrito para una estructura celular, con una velocidad de extensión y 
retracción superior a 1-3 µm/min (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). 




completo cada pocas horas (Raivich, 2005). Así, la microglía ramificada o mal llamada 
“en reposo” gracias a sus delgados procesos, escanea el ambiente extracelular en 
búsqueda de lesiones e invasores, y registra la actividad sináptica sin dañar el circuito 
neuronal (Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2010). De hecho, la microglía al igual que 
los astrocitos, mantiene contacto físico con las neuronas, pero a diferencia de la astroglía 
la interacción parece ser menos permanente, más dinámica. En cortezas somatosensorial 
y visual libres de patología se han detectado repetitivos contactos de procesos de 
microglía ramificada con sinapsis, a una frecuencia de un contacto por hora con una 
duración de 5 minutos. Esta frecuencia es reducida al disminuir la actividad neuronal 
(Wake et al., 2009), lo que sugiere que los contactos microglía-neuronas son regulados 
por la actividad sináptica. En este sentido, la aplicación de NMDA desencadena la 
extensión de los procesos microgliales en hipocampo y corteza (Dissing-Olesen et al., 
2014; Eyo et al., 2014), y la aplicación de AMPA o kainato produce el sobrecrecimiento 
de los procesos microgliales en la retina de ratones adultos mediado por ATP (Fontainhas 
et al., 2011). Receptores purinérgicos están asociados con extensión y retracción de los 
procesos (Davalos et al., 2005), como es el caso de P2Y12 y A2A respectivamente (Haynes 
et al., 2006; Orr et al., 2009). En contraposición al efecto de la vía glutamatérgica, la vía 
GABAérgica disminuye la movilidad microglial (Fontainhas et al., 2011). Sin embargo, 
en hipocampo in vitro y con un protocolo de estimulación distinto (adición de 
neurotransmisores o agonistas diferentes) se obtuvieron resultados opuestos (Grinberg 
et al., 2011). A su vez, en la dirección contraria, la microglía parece modular la transmisión 
sináptica. Por ejemplo, en larvas de pez cebra se produce un aumento de la actividad 
neuronal cuando la microglía no puede interaccionar con las neuronas (Li et al., 2012). 
I. 2.1.1.3 Desarrollo y mantenimiento del circuito neuronal  
Una función importante de la microglía es el moldeado de la red neuronal. El cableado 
del sistema nervioso adulto es el resultado de un mecanismo regulado que ocurre durante 
el desarrollo, en el que tras la producción de conexiones sinápticas redundantes, se 
eliminan aquellas sinapsis inapropiadas para formar un circuito neuronal preciso 
(Lichtman y Colman, 2000). El primer proceso se conoce como sinaptogénesis y en él 
participan los astrocitos. Sin embargo, la primera oleada de generación de sinapsis, 
transcurre en ausencia de astroglía, probablemente asistida por la microglía (Kettenmann 
et al., 2013). El segundo proceso recibe el nombre de poda sináptica (en inglés synaptic 
pruning), en el que la microglía envuelve las estructuras sinápticas para su eliminación, 
ejerciendo el control sobre el número de sinapsis (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 
2012; Zhan et al., 2014) en un proceso regulado por la actividad neuronal (Hua y Smith, 
2004; Huberman et al., 2008).  
La fractalquina (CX3CL1), una quimioquina abundante expresada por las neuronas 
(Harrison et al., 1998; Hatori et al., 2002; Cardona et al., 2006), es el ligando endógeno 
del receptor CX3CR1, que en el encéfalo es específico de microglía (Jung et al., 2000; 
Cardona et al., 2006; Wolf et al., 2013). La fractalquina desempeña un papel importante 




Cardona et al., 2006; Lauro et al., 2010; D’Haese et al., 2012). En cambio, en condiciones 
fisiológicas, la comunicación microglía-neuronas a través de CX3CL1-CX3CR1 parece 
mediar otras funciones, incluyendo la poda sináptica. Ratones knockouts para el gen cx3cr1 
exhiben un incremento transitorio en la densidad de espinas dendríticas inmaduras en 
desarrollo y un aumento en la frecuencia de corrientes postsinápticas excitadoras 
miniatura en el hipocampo (Paolicelli et al., 2011). Aunque el mecanismo se desconoce, 
es posible que CX3CL1, que interviene como factor soluble y como proteína 
transmembrana, movilice a la microglía. También ha sido descrita la posible implicación 
de las moléculas de la cascada del complemento C1q y C3 en el etiquetado de sinapsis 
inmaduras que necesitan ser eliminadas por las células microgliales (Stevens et al., 2007). 
La eliminación génica del receptor microglial del complemento 3 (en inglés CR3) produce 
una actividad fagocítica menor y déficits en la conectividad sináptica (Schafer et al., 2012). 
Por otro lado, la microglía sostiene la supervivencia de determinados tipos específicos de 
neuronas durante periodos concretos del desarrollo, como es el caso de las neuronas 
corticales de la capa V que requieren de la actividad microglial para sobrevivir durante el 
desarrollo postnatal, por un mecanismo desconocido en el que está implicada la 
liberación de factores tróficos como IGF-1 (del inglés, Insulin-like Growth Factor 1), 
procedente de la microglía (Ueno et al., 2013). También en el animal adulto, las células 
microgliales eliminan sinapsis disfuncionales en un proceso conocido como synaptic 
stripping (Kettenmann et al., 2013).  
Por otra parte, las células microgliales están involucradas en la regulación de la actividad 
de la red neuronal del hipocampo adulto, controlando la integración de nuevas neuronas 
y la eliminación de neuronas apoptóticas (Sierra et al., 2010). De hecho, la administración 
de fractalquina exógena en ratas, revierte la tasa de neurogénesis hipocampal disminuida 
por el envejecimiento (Bachstetter et al., 2011). 
I. 2.1.2 Microglía, comportamiento y memoria 
Diversos estudios parecen indicar que la microglía influye sobre la plasticidad sináptica, 
mecanismo base de la memoria. Las células microgliales, mediante la liberación de glicina, 
potencian la respuesta mediada por el receptor NMDA en cultivos de neuronas 
piramidales de CA1, favoreciendo la LTP (Hayashi et al., 2006). Además, la aplicación en 
rodajas de fractalquina (CX3CL1) produce una disminución de la transmisión sináptica 
glutamatérgica que no fue observada en ratones cx3cr1-/- (Bertollini et al., 2006; Ragozzino 
et al., 2006). Lo que sugiere que una neurona puede reducir su propia actividad a través 
de la microglía. Asimismo, la estimulación de la microglía con CX3CL1 induce la 
liberación de adenosina que a través del receptor A3 inhibe la LTP en CA1 de rodajas 
hipocampales (Maggi et al., 2009). En cambio, ha sido sugerido que la adenosina liberada 
en la región CA1, activa receptores A2A de microglía y probablemente de astrocitos, 
promoviendo en ambos tipos celulares la liberación de D-serina, potenciando así la 
transmisión sináptica que depende de los receptores NMDA. La aplicación del inhibidor 
de la activación microglial, minociclina, bloquea el efecto de la fractalquina, reafirmando 




La citoquina TNF-α liberada por células microgliales en situaciones neuropatológicas es 
un importante efector de plasticidad en condiciones fisiológicas donde interviene con 
una concentración menor. Su implicación ha sido descrita en un proceso de plasticidad 
conocido como escalado sináptico (en inglés synaptic scaling) (Stellwagen y Malenka, 2006; 
Pascual et al., 2012), en el que se ajusta proporcionalmente la fortaleza de las sinapsis de 
una neurona para mantener estable su funcionamiento (Turrigiano, 2008). 
La importancia de las células microgliales en plasticidad queda reflejada en experimentos 
de comportamiento. En ratones que carecen del receptor CX3CR1, además de verse 
perjudicada la LTP, muestran déficits en los paradigmas de miedo contextual 
condicionado, laberinto acuático de Morris y aprendizaje motor (Rotarod) (Rogers et al., 
2011). No obstante, existen experimentos con resultados opuestos en los que la 
deficiencia del receptor CX3CR1 facilita la memoria (Maggi et al., 2011; Reshef et al., 
2014). En un experimento reciente, ratones a los que se les eliminó la microglía 
hipocampal mediante administración local de clodronato vieron disminuido su 
rendimiento en el laberinto de Barnes, un paradigma de aprendizaje espacial, que fue 
recuperado cuando la microglía repobló el hipocampo. En el mismo experimento, 
obtuvieron déficits en memoria espacial al eliminar la microglía por administración 
sistémica de un inhibidor del receptor CSF-1 (Torres et al., 2016), importante en el 
desarrollo y mantenimiento de las células microgliales (Chitu et al., 2016). 
A través de la modulación que ejerce el estrés sobre las células microgliales se produce 
un detrimento en la memoria (Frank et al., 2007; Sugama et al., 2007). El déficit 
provocado por un estrés agudo sobre la memoria de trabajo, sede temporal de estímulos 
ausentes (Morgado, 2005), está asociado a una mayor producción de TNF-α por la 
microglía ramificada hipocampal, de manera que la administración de un inhibidor para 
la citoquina recupera la memoria (Ohgidani et al., 2016). En consonancia, el tratamiento 
con minociclina, un inhibidor de la funcionalidad microglial, mejora la memoria de 
trabajo perjudicada por un estrés crónico (Hinwood et al., 2012). Asimismo, el efecto que 
produce el estrés crónico sobre la morfología microglial, la plasticidad neuronal y su 
relación con la depresión es atenuado al obstaculizar la señalización mediada por CX3CR1 
(Milior et al., 2016). A pesar del creciente estudio de la función microglial en ausencia de 
patología, todavía son pocos los trabajos conductuales que estudian el papel de las células 
microgliales en aprendizaje y memoria, por lo que se necesita más investigación para 
vincular consistentemente memoria y microglía. 
La microglía también podría estar involucrada en el deterioro cognitivo característico del 
envejecimiento o en las enfermedades neurodegenerativas cuya prevalencia aumenta con 
la edad (Wong, 2013). A edades avanzadas, las células microgliales de ratón cambian su 
morfología, muestran somas de diversos tamaños y procesos menos complejos (Sierra 
et al., 2007; Tremblay et al., 2012). También, en algunas áreas cerebrales, incluyendo el 
hipocampo de ratón (Mouton et al., 2002), aumentan en número (Wong, 2013). En la 
corteza de humanos ha sido reconocido aumento del cuerpo celular, pérdida de 




envejecimiento conduce a una distribución menos uniforme en la corteza (Tremblay 
et al., 2012) y a una funcionalidad afectada (disminución de la velocidad de movimiento, 
peor reacción ante una lesión e incluso puede promover neurodegeneración) (Damani 
et al., 2011; Kettenmann et al., 2013; Hefendehl et al., 2014). Además, la microglía de rata 
en cultivo sufre un rápido acortamiento de los telómeros, a diferencia de los astrocitos 
en los que ocurre más lentamente (Flanary y Streit, 2004). Todo ello contribuye a un 
debilitamiento de la conectividad y plasticidad sináptica. 
Anormalidades en las conexiones sinápticas, el comportamiento y la capacidad cognitiva 
en el adulto podrían ser el resultado de la activación del perfil inmunitario de la microglía 
durante el desarrollo (Bilbo et al., 2006; Bilbo, 2010; Bitanihirwe et al., 2010; Ito et al., 
2010). Desórdenes psiquiátricos como los del espectro del autismo, el trastorno obsesivo-
compulsivo y la esquizofrenia guardan relación con las células microgliales (Vargas et al., 
2005; Hashimoto, 2008; Monji et al., 2009; Chen et al., 2010; Morgan et al., 2010). 
I. 2.1.3 Uso de marcadores microgliales 
El conocimiento de genes que se expresan en microglía nos permite el diseño de 
herramientas específicas para distinguir a las células microgliales del resto de tipos 
celulares, y analizar sus características morfológicas y fisiológicas como tamaño o estado 
activo. A continuación se describen algunos marcadores de interés: 
La proteína Iba1 (del inglés, Ionized Calcium Binding Adapter 1) es un marcador microglial 
extensamente utilizado, codificada por el gen iba1, cuya expresión en el parénquima 
encefálico está restringida a la microglía (Ito et al., 1998). Esta proteína tiene un peso 
molecular de 17 kDa y participa en la homeostasis del Ca2+ (Imai et al., 1996; Imai y 
Kohsaka, 2002). La sobreexpresión de Iba1 está asociada a la activación microglial, tal 
como ocurre tras axotomía del nervio facial (Ito et al., 2001), isquemia (Mori et al., 2000) 
y varias enfermedades nerviosas (Ohsawa et al., 2000). 
Egr-1 (del inglés, Early growth response-1) es un gen de expresión inmediata temprana cuya 
expresión en neuronas varía en función de su actividad eléctrica. Sin embargo, la 
presencia de este factor de trascripción, EGR-1, también se observa en células 
microgliales (Butovsky et al., 2014; Matcovitch-Natan et al., 2016) con una expresión 
mínima en microglía inmadura y máxima en el ratón adulto (Matcovitch-Natan et al., 
2016). En técnicas de inmunomarcaje, las diferencias en morfología, tamaño y 
localización nos permiten distinguir entre células microgliales y neuronas EGR-1+. 
Una herramienta empleada en el reconocimiento de células microgliales, viable incluso 
en experimentos in vivo, consiste en el uso de un marcador fluorescente como EGFP (del 
inglés, Enhanced Green Fluorescent Protein), cuya secuencia codificante se coloca bajo el 
promotor de un gen específico de microglía como iba1 (Hirasawa et al., 2005) o cx3cr1 




génicas se pierde una copia del gen microglial, lo que quizás tenga influencia sobre los 
resultados experimentales (Kettenmann et al., 2011). 
I. 2.1.4 Técnicas de eliminación o disfunción de la microglía  
El uso de herramientas que nos permiten la eliminación de células microgliales o la 
inhibición de su actividad nos ayuda a determinar los procesos fisiológicos en los que 
participan. Existen diversos métodos (revisados por Waisman et al., 2015), con ventajas 
e inconvenientes diferentes, que pueden agruparse en los siguientes apartados: 
I. 2.1.4.1 Modelos de eliminación de genes 
Consiste en ratones deficientes en microglía debido a una mutación sobre algún gen 
crucial para su desarrollo, como aquellos que codifican las proteínas PU.1, CSF-1R y 
TGF-β1 (Ginhoux et al., 2010; Kierdorf et al., 2013; Butovsky et al., 2014; Chitu et al., 
2016). Estos modelos genéticos permiten estudiar el papel de la microglía sobre el 
desarrollo, enfermedades neurodegenerativas o neuroinflamatorias y su implicación en la 
homeostasis del SNC (Waisman et al., 2015). En su contra, los animales rara vez alcanzan 
la edad adulta y presentan alteraciones fuera del sistema nervioso (Scott et al., 1994; 
McKercher et al., 1996). Por ejemplo, la deficiencia de TGF-β1, además de generar 
cambios drásticos en el desarrollo de la microglía (Butovsky et al., 2014) provoca el 
desarrollo de una enfermedad autoinmune multiorgánica en edad temprana (Shull et al., 
1992). Es necesario recalcar que los resultados obtenidos en animal adulto de modelos 
de escisión de genes, pueden deberse no necesariamente a la necesidad del gen en la 
madurez, sino a un defecto ocasionado en el desarrollo o a un déficit producido por la 
falta del gen en otro tipo celular o región sin considerar (Kandel et al., 2014). 
I. 2.1.4.2 Modelos de eliminación génica condicional 
Para solventar los problemas colaterales que conlleva la eliminación permanente de la 
microglía, existen herramientas genéticas o farmacológicas, por las cuales se elimina la 
microglía de forma transitoria. Los métodos de eliminación génica condicional se basan 
en el control espacial y temporal de la expresión de un determinado gen que codifica una 
proteína causante de disfuncionalidad o muerte celular en respuesta a determinadas 
condiciones, como la presencia de un sustrato exógeno específico. Esta técnica nos 
permite inactivar o eliminar a la microglía mediante la activación de la expresión de un 
gen concreto en las células microgliales. Por ejemplo, existe una línea de ratón que 
expresa el gen codificante para la enzima timidina quinasa bajo el promotor del gen itgam 
(CD11b), específico de células mieloides. Esta enzima transforma el ganciclovir en un 
producto tóxico. Por tanto, cuando estos ratones son tratados con ganciclovir, sus células 
mieloides CD11b+ son eliminadas rápidamente, incluyendo a la microglía (Heppner 
et al., 2005). El problema es que la eliminación de todas las células mieloides conduce a 
la muerte del animal. Por eso, para restringir la reacción tóxica al SNC, se administra 




del ratón. Este método pese a que no afecta al número y morfología de las neuronas, 
suscita efectos colaterales como la infiltración de células periféricas a través de la barrera 
hematoencefálica y la activación temporal de los astrocitos (Grathwohl et al., 2009). 
Otra herramienta genética es el uso de la recombinasa Cre, enzima que cataliza la 
recombinación entre dos secuencias llamadas loxP, de manera que si se colocan dos sitios 
loxP a ambos lados de un gen o exón esencial del gen, este es escindido tras la activación 
de la recombinasa (Feil et al., 2009). Para poder inducir la recombinación en un tiempo 
deseado, existen recombinasas Cre acopladas a los dominios de unión del receptor de 
estrógenos (CreER) que son activadas cuando se une el ligando tamoxifeno. La expresión 
de CreER bajo un promotor microglial, como el del gen cx3cr1, permite la manipulación 
selectiva de genes en microglía. Así, del cruce entre el ratón cx3cr1CreER con otro que 
contiene los sitios loxP flanqueando el gen diana, se engendra una descendencia con una 
nueva construcción génica, que permite mediante el tratamiento con tamoxifeno, la 
escisión del gen en células microgliales. Por ejemplo, para la eliminación de la población 
microglial se utiliza el cruce entre ratones cx3cr1CreER y ratones iDTR, los cuales contienen 
el gen codificante para el receptor de la toxina de la difteria (sigla en inglés: DTR) cuya 
transcripción sólo es posible tras la escisión vía Cre de una secuencia que impide su 
expresión (Buch et al., 2005). Así, en ratones cx3cr1CreER :iDTR, el tratamiento con 
tamoxifeno hace a la microglía vulnerable frente a la toxina de la difteria, por lo que la 
aplicación de la toxina desencadena la eliminación temporal de la población microglial, 
mientras el resto de tipos celulares son insensibles al tratamiento (Parkhurst et al., 2013). 
El problema es que el gen cx3cr1 también se expresa en otras células mieloides y 
precursores fuera del encéfalo, en la médula espinal (Geissmann et al., 2010), aunque con 
un ciclo de vida más corto que el de la microglía. Otro inconveniente es el uso de 
tamoxifeno, capaz de actuar sobre el sistema inmunitario (Elloso et al., 2005). Asimismo, 
algunos trabajos han reconocido astrogliosis tras la eliminación de la microglía (Elmore 
et al., 2014; Bruttger et al., 2015). Finalmente, es preciso resaltar que la escisión de un gen 
no supone la eliminación simultánea de la proteína, por lo que es necesario conocer la 
vida media del ARNm y la proteína (Jahn et al., 2015). 
I. 2.1.4.3 Tratamiento farmacológico  
Consiste en la administración de una sustancia que interactúa con las células microgliales, 
provocando su eliminación o alguna disfuncionalidad. Por lo general es sencillo 
suministrarlo al animal y permite diferentes vías de administración en función de la 
farmacocinética de la sustancia utilizada. El fármaco PLX3397 inhibe al receptor CSF-
1R y elimina el 99% de la población microglial. Tras el cese del tratamiento se necesita 
de 5 días para su repoblación (Elmore et al., 2014). Debido a su eficiencia, es una buena 
herramienta para estudiar las fuentes de renovación de la población microglial. Entre sus 
inconvenientes se encuentra la inhibición de tres quinasas FLT3, PDGFR y KIT (Chitu 
et al., 2012; Thompson et al., 2015), la alteración, cuando se administra sistémicamente, 
de la funcionalidad de otras poblaciones mieloides: macrófagos, células troncales 




microgliales periféricos, como células Ly6C+ y CX3CR1+, en médula espinal y sangre 
(Waisman et al., 2015). Además, el receptor CSF-1R también se expresa en neuronas 
(Chitu et al., 2016). 
Otro tratamiento farmacológico ampliamente utilizado es la minociclina (Yrjänheikki 
et al., 1998; Tikka et al., 2001; Blum et al., 2004; Stirling et al., 2005; Familian et al., 2006; 
Griffin et al., 2006; Seabrook et al., 2006; Suzuki et al., 2010; Yoon et al., 2012; Ueno 
et al., 2013). Se trata de un antibiótico de la familia de las tetraciclinas, capaz de atravesar 
la barrera hematoencefálica, incluso en humanos (Yong et al., 2004). En 1998 se vio por 
primera vez que su administración inhibe la activación microglial en un modelo de 
isquemia en jerbos (Yrjänheikki et al., 1998). Mediante experimentos en cultivos, se 
confirmó que la inhibición de la actividad microglial era consecuencia de un efecto directo 
del fármaco (Tikka et al., 2001; Tikka y Koistinaho, 2001). Por su efecto neuroprotector 
es ampliamente utilizado en el estudio de diversas enfermedades como derrame cerebral, 
isquemia, neurodegeneración, lesiones cerebrales y de médula espinal. A pesar de la 
diversidad de desórdenes neurológicos en los que se estudia, es probable que todos ellos 
tengan un rasgo en común: la activación de la microglía y la consecuente liberación de 
sustancias neurotóxicas (Yong et al., 2004), como se ha descrito en Parkinson (Wu et al., 
2002), esclerosis múltiple (Popovic et al., 2002), hemorragia intracerebral (Power et al., 
2003) y lesión de médula espinal (Stirling et al., 2004). 
El mecanismo de acción por el cual la minociclina afecta a la función de las células 
microgliales no ha sido esclarecido. Es sabido que reduce la migración microglial y 
disminuye la expresión de Kv1.3, un canal de potasio relacionado con la movilidad de la 
microglía (Kettenmann et al., 2011); además puede alterar los niveles de moléculas 
implicadas en la quimiotaxis, las quimioquinas (Stirling et al., 2005). Por otro lado, la 
aplicación de minociclina podría reducir la activación microglial a través de un mecanismo 
que depende de la proteína p38 MAPK (Tikka et al., 2001; Tikka y Koistinaho, 2001), 
quinasa relacionada con la transducción de señales inflamatorias e importante regulador 
de la función inmunitaria y la muerte celular (Stirling et al., 2005). Otros efectos han sido 
descritos en modelos de desórdenes neurológicos, por ejemplo una menor liberación de 
moléculas proinflamatorias como IL-1β y TNF-α (Yrjänheikki et al., 1998, 1999; Lee 
et al., 2003; Lee, Yune, et al., 2004) y mayor liberación de moléculas antiinflamatorias 
como IL-10, que aumenta su expresión debido al suministro de minociclina tras una 
lesión de médula espinal (Lee et al., 2003). Además, en un estudio in vitro se mostró que 
la minociclina atenúa la respuesta inflamatoria, por inhibición de fosfolipasas A2, 
catalizador enzimático de la hidrólisis de fosfolípidos de membrana, con la consecuente 
liberación de ácido araquidónico, sustrato de la síntesis de prostaglandinas, lipoxinas y 
leucotrienos (Pruzanski et al., 1992). También disminuye la expresión de la sintasa de 
óxido nítrico (Yrjänheikki et al., 1998) e inhibe las metaloproteinasas de la matriz (sigla 
en inglés: MMP) (Yong et al., 2004), implicadas en desmielinización, neurotoxicidad y 
neuroinflamación (Yong et al., 2001). Por otra parte, la aplicación del fármaco tras una 
lesión del sistema nervioso previene la apoptosis, en parte por la inhibición de enzimas 




minociclina interviene sobre las células T (Kloppenburg et al., 1995, 1996). La dosis de 
minociclina empleada en los tratamientos en roedores oscila entre los 10 y los 100 mg/kg, 
siendo habitual el uso de 50 mg/kg. Su vida media es de 2-3 horas, muy inferior a su vida 
media en humanos (15 h), debido a la alta tasa metabólica del hígado en los roedores 
(Yong et al., 2004). La acidez de la minociclina (pH 5), aunque se neutralice antes de la 
administración, produce irritación abdominal cuando se inyecta en el peritoneo, 
generando estrés y liberación de corticoesteroides (Nessler et al., 2002), lo que podría ser 
responsable del efecto atribuido a la inhibición de la activación microglial (Yong et al., 
2004). 
I. 2.2 Astroglía 
Los astrocitos representan un grupo de células gliales muy abundante y heterogéneo del 
SNC. En torno al 20-40% del número total de células del encéfalo de mamíferos son 
astrocitos, con una importante variabilidad entre áreas cerebrales y especies (Herculano-
Houzel, 2014). Tal como indica su nombre, los astrocitos tienen forma de estrella y largos 
procesos que ocupan la mayor parte del área celular (Reeves et al., 2011) (Fig.I.5A). Estos 
procesos, que mantienen contactos con vasos sanguíneos y sinapsis, son capaces de 
extenderse y retraerse en una escala de tiempo de minutos (Haber et al., 2006) y aumentar 
su movilidad en respuesta a la actividad sináptica (Bernardinelli et al., 2014). Los 
astrocitos se originan a partir de las células de andamiaje de la migración de neuronas, las 
denominadas células gliales radiales, que pueden diferenciarse directamente en astrocitos 
o en precursores intermediarios (Hof et al., 2008; Schitine et al., 2015). 
Tradicionalmente, en base a la morfología y distribución, la astroglía se clasifica en 
astrocitos protoplasmáticos, presentes en la materia gris con procesos muy ramificados, 
y astrocitos fibrosos, localizados en la materia blanca con procesos menos complejos, 
muy largos y delgados (Andriezen, 1893; Miller y Raff, 1984). No obstante, recientes 
estudios muestran que el perfil transcripcional de los astrocitos varía en función de la 
región cerebral, la etapa del desarrollo y el reconocimiento de señales ambientales, lo que 
sugiere una mayor diversidad de poblaciones (Oberheim et al., 2012). 
De forma similar a la microglía, las células de astroglía se distribuyen en territorios bien 
delimitados, como se observa en el hipocampo, donde el solapamiento entre los procesos 
es del 5% (Bushong et al., 2002) (Fig.I.4A y Fig.I.5A). De esta manera, cada porción de 
dendrita y cada sinapsis localizada en el dominio de un astrocito solamente pueden ser 
contactadas por los procesos de dicho astrocito. Así, la extensión de una única dendrita 
puede atravesar diferentes territorios astrogliales, y distintos segmentos de dendritas 
procedentes de diferentes neuronas pueden coincidir en un mismo territorio (Papouin 
et al., 2017). 
Una característica importante de los astrocitos es su alto nivel de interconectividad celular 
a través de uniones de tipo gap entre sus procesos, que consisten en poros que conectan 




o conexones están constituidos por seis proteínas pertenecientes a la familia de las 
conexinas, siendo Cx43 y Cx30 las más abundantes en astroglía (Pannasch y Rouach, 
2013). Así, los astrocitos forman extensas redes por las que circulan iones y metabolitos 
con una masa inferior a 1,5 kDa (Dallérac et al., 2013). Estudios de difusión de 
marcadores inyectados en un único astrocito sugieren que no todos están interconectados 
(Houades et al., 2006), aunque si bien es cierto, hay que tener en cuenta que la difusión a 
través de la red está sometida a regulación por moléculas diversas (Pannasch y Rouach, 
2013; Anders et al., 2014), como endotelinas, cannabinoides y neurotransmisores 
(Giaume et al., 2010). 
I. 2.2.1 Funciones astrogliales 
Los astrocitos han sido considerados como las principales células de soporte para el 
mantenimiento de las neuronas del SNC. En los últimos años, se ha descubierto que los 
astrocitos también participan en otras funciones. Entre las principales destacan la 
homeostasis de iones, agua y glutamato, la defensa frente al estrés oxidativo, el 
almacenamiento de energía, la formación de la cicatriz glial, la reparación de tejidos, 
síntesis y secreción de factores tróficos, organización de la barrera hematoencefálica, la 
modulación de la actividad sináptica mediante liberación de sustancias neuroactivas, el 
remodelado y participación en la formación de sinapsis, etc. (Bélanger et al., 2011; 
Schitine et al., 2015). Muchas de estas funciones desempeñadas por astrocitos dependen 
de la actividad neuronal. Para reconocer cambios en la actividad de las neuronas, así como 
señales procedentes de otros tipos celulares y variaciones en el ambiente, los astrocitos 
presentan canales iónicos de K+, Na+, Cl-, Ca2+ (Barres, 1991; Verkhratsky y Steinhäuser, 
2000), transportadores como el implicado en la recaptación de glutamato liberado en la 
sinapsis y variedad de receptores para neurotransmisores y neuromoduladores 
(receptores ionotrópicos y metabotrópicos de purinas y glutamato, receptor GABAA, 
receptores nicotínicos y muscarínicos de acetilcolina, receptor de endocannabinoides 
CB1, receptor de serotonina 5-HT1A, receptores α y β de noradrenalina, receptor de 
dopamina D2, receptores que reconocen BDNF, IL-1β, oxitocina, S100-β, la hormona 
de liberación de corticotropinas…). Si bien es cierto, la presencia de algunas moléculas 
sólo se han descrito a nivel funcional siendo necesario confirmar su expresión (Moraga-
Amaro et al., 2014). 
I. 2.2.1.1 Señales intracelulares de Ca2+. Diversidad y funciones 
asociadas 
Cuando un astrocito reconoce actividad neuronal, genera incrementos en el nivel de Ca2+ 
intracelular que pueden extenderse a lo largo de la red astroglial como ondas de Ca2+ 
(Cornell-Bell et al., 1990; Charles et al., 1991). Distintos neurotransmisores y otras 
moléculas como neuromoduladores y hormonas inducen estas señales (Duffy y 
MacVicar, 1995; Bezzi et al., 1998; Shelton y McCarthy, 2000; Araque et al., 2002). Las 
señales de Ca2+ están implicadas en muchas de las funciones astrogliales que dependen 




2014), la regulación de la incorporación de neurotransmisores (Shigetomi et al., 2011), el 
control del diámetro de los vasos sanguíneos (Attwell et al., 2010), la regulación de la 
expresión génica, la incorporación de K+ extracelular (Filosa et al., 2006), el movimiento 
de los procesos perisinápticos (Bernardinelli et al., 2014), la sincronización neuronal 
(Sasaki et al., 2014) y la liberación de componentes sinaptogénicos y factores tróficos 
(Eroglu y Barres, 2010; Clarke y Barres, 2013). No obstante, algunas de estas funciones 
también pueden llevarse a cabo por otros mecanismos independientes de las señales de 
Ca2+. 
El hecho de que un mismo fenómeno fisiológico, como el aumento de la concentración 
de Ca2+, esté implicado en diferentes funciones insinúa la existencia de variables que van 
a diferenciar unas señales de Ca2+ de otras. Estas son la amplitud y la frecuencia de los 
picos de Ca2+ o el espacio confinado en el que se produce el incremento (un 
microdominio, la célula completa o incluso la extensión de la señal a lo largo de diferentes 
células de la red astroglial) (Rusakov et al., 2014; Khakh y Sofroniew, 2015). Por ejemplo, 
la vasodilatación requiere de incrementos de Ca2+ en los pies vasculares, que son los 
procesos astrogliales que contactan con los vasos sanguíneos (Halassa y Haydon, 2010). 
Otra distinción importante es la fuente de la que procede el Ca2+ como son los almacenes 
internos del retículo endoplasmático que liberan Ca2+ tras la activación de receptores por 
inositol trifosfato o el Ca2+ procedente del espacio extracelular que atraviesa la membrana 
plasmática a través de los canales de receptores de potencial transitorio (sigla en inglés: 
TRP) (Malarkey et al., 2008; Shigetomi et al., 2013) (Fig.I.6). A su vez, el perfil 
transcripcional del astrocito podría influenciar sobre la expresión de elementos 
implicados en la transducción de las señales extracelulares en cambios sobre el nivel de 
Ca2+ citosólico. En definitiva, la señal de Ca2+ tiene múltiples patrones y cinéticas, las 
cuales dependen del sistema sináptico reconocido (Perea y Araque, 2005), el patrón y la 
frecuencia de su actividad (Pasti et al., 1997; Todd et al., 2010). Por ejemplo, una actividad 
sináptica de alta frecuencia o la suma de la actividad de varias aferencias neuronales 
induce una respuesta de Ca2+ global, mientras que una actividad sináptica de baja 
frecuencia produce una respuesta local confinada a pequeños microdominios celulares 
(Araque et al., 2014). Esto tiene especial relevancia en la gliotransmisión, es decir en la 
liberación por los astrocitos de sustancias neuroactivas llamadas gliotransmisores, ya que 
en función de la extensión de la señal de Ca2+, el astrocito va a modular desde la propia 
actividad sináptica responsable de su activación hasta neuronas distantes contactadas por 
otro microdominio del astrocito o incluso por otra célula de la red (Fig.I.5B). De esta 
manera, el astrocito puede actuar como un puente en la comunicación intersináptica. La 
complejidad de las señales de Ca2+ en respuesta a la actividad neuronal, podría ser un 
indicio de la capacidad de la astroglía para codificar la información reconocida (Araque 





Figura I.5. Morfología, distribución de astrocitos y gliotransmisión de la red astroglial. 
(A) La morfología de los astrocitos es compleja. Mediante marcaje fluorescente de astrocitos de 
CA1 se puede observar el soma y varias ramificaciones principales de las que emergen miles de 
delgados procesos. El territorio ocupado por los astrocitos está bien definido, de manera que el 
solapamiento entre células vecinas (verde y rojo) es bastante pequeño y queda restringido a sus 
procesos. Modificado de Khakh y Sofroniew, 2015. (B) La actividad de las neuronas localizadas 
en el dominio de un astrocito puede desencadenar la liberación de gliotransmisores (como 
glutamato, D-serina, ATP, etc.) capaces de modular la actividad de las sinapsis de su territorio 
(1) o de otro adyacente si la respuesta astroglial se extiende a otra célula de la red (2). Así, la red 
astroglial puede coordinar redes neuronales por activar neuronas distales. Otras funciones 
astrogliales desencadenadas por la actividad neuronal son la regulación del nivel de K+ 
extracelular y la recaptación de neurotransmisores, evitando así la activación inespecífica de 
células vecinas (no mostrado). Modificado de Pannasch y Rouach, 2013. 
I. 2.2.1.2 Protección frente al estrés oxidativo y respuesta 
astroglial ante una lesión  
El sistema nervioso es particularmente sensible al daño oxidativo. Paradójicamente las 
neuronas, las células con una mayor tasa oxidativa, presentan una menor protección per 
se contra el estrés oxidativo. Son los astrocitos los que cubren ese déficit. En estudios in 
vitro, cultivos de astrocitos muestran una mayor resistencia a agentes oxidantes como H202 
que los cultivos de neuronas. Además, en cultivos mixtos de ambos tipos celulares, los 
astrocitos también protegen a las neuronas vecinas (Bélanger et al., 2011). Tanto 




encéfalo, el tripéptido glutatión (GSH), sin embargo su síntesis en neuronas requiere de 
precursores transferidos por astrocitos (Dringen, 2000; Chen et al., 2001). Otro 
mecanismo conocido consiste en la transferencia de ácido ascórbico desde el astrocito a 
la neurona en respuesta a la actividad glutamatérgica, que a su vez favorece la 
incorporación de lactato frente al consumo oxidativo de glucosa (Castro et al., 2009).  
Los astrocitos responden a diferentes formas de daño y enfermedad mediante 
modificaciones celulares, moleculares y funcionales conocidas como astrogliosis reactiva. 
Según su funcionalidad existen dos tipos de astroglía reactiva, los astrocitos formadores 
de la cicatriz y los astrocitos hipertróficos (Khakh y Sofroniew, 2015). Los primeros 
corresponden a astrocitos de nueva proliferación, que no ocupan un territorio individual 
discreto y que presentan un mayor solapamiento entre sus procesos (Wanner et al., 2013); 
construyen la cicatriz glial que separa el tejido dañado del tejido sin afectar (Burda y 
Sofroniew, 2014; Sofroniew, 2015). Los astrocitos preexistentes a la lesión sufren 
astrogliosis reactiva hipertrófica sin variar su localización, y continúan interactuando con 
las mismas células vecinas de antes de la lesión (Wilhelmsson et al., 2006). Estos procesos 
de astrogliosis son necesarios para confinar el tejido dañado y preservar la función del 
sistema nervioso tras el daño, pese a que en determinadas ocasiones pueden tener efectos 
negativos (Khakh y Sofroniew, 2015). 
Otras funciones astrogliales están relacionadas indirecta o directamente con la 
modulación que ejerce la astroglía sobre la transmisión sináptica. Estas son algunas de 
ellas: 
I. 2.2.1.3 Soporte energético y regulación del nivel de K+ 
extracelular 
Es sabido que el mantenimiento y restauración de gradientes iónicos en el sistema 
nervioso, así como la incorporación y restauración de neurotransmisores, supone un gran 
gasto de energía. El encéfalo que constituye un 2% de la masa corporal, necesita del 20% 
de oxígeno y del 25% de glucosa que consume el organismo humano (Magistretti, 2006). 
Los astrocitos son necesarios para satisfacer estos altos requerimientos energéticos de las 
neuronas. Tales requerimientos metabólicos son abastecidos no sólo por metabolismo 
oxidativo (respiración aerobia) en las neuronas, sino también por catabolismo sin 
necesidad de oxígeno (glucólisis) en los astrocitos. Esto se dedujo a partir del hecho de 
que cuando hay un aumento en la actividad cerebral, el incremento de flujo sanguíneo y 
del índice de consumo de glucosa no presenta una correlación directa con el consumo de 
oxígeno (Fox y Raichle, 1986; Fox et al., 1988). 
Estudios en neurotransmisión glutamatérgica han descrito que a pesar de que la tasa 
oxidativa es mayor en las neuronas que en las células de astroglía (Lebon et al., 2002; Itoh 
et al., 2003; Bouzier-Sore et al., 2006), son estas últimas quienes incorporan mayor 
cantidad de glucosa tras un aumento de la actividad neuronal (Barros et al., 2009; Chuquet 




tiene una doble función, el aporte de sustrato energético a la neurona y la eliminación de 
glutamato extracelular. La glucosa en el astrocito genera lactato y adenosín trifosfato 
(ATP) mediante glucólisis. El lactato es incorporado por la neurona para su oxidación 
completa en las mitocondrias (Pellerin et al., 2007; Magistretti, 2009) y el ATP permanece 
en el astrocito para alimentar a la bomba de Na+/K+ ATPasa que expulsa a los iones de 
Na+ que han sido importados con la entrada de glutamato extracelular (Magistretti y 
Chatton, 2005). Por tanto, la incorporación de glucosa está relacionada con la recaptación 
de glutamato, por lo que si se reduce la expresión del transportador de glutamato 
acoplado a sodio (sigla en inglés: GLT-1), el uso de glucosa se ve afectado (Cholet et al., 
2001; Voutsinos-Porche et al., 2003; Porras et al., 2004; Herard et al., 2005). De hecho, 
la privación de glucosa en rodajas de hipocampo supone un 50% de depresión en la 
transmisión sináptica que es recuperado cuando se incorpora el monosacárido en un 
único astrocito (Rouach et al., 2008). 
El aporte metabólico que ejerce la astroglía sobre las neuronas depende de actividad, de 
tal manera que un aumento en la actividad glutamatérgica suscita una demanda energética 
que estimula la vasodilatación mediada por astrocitos y el transporte de glucosa por la 
red astroglial a través de uniones de tipo gap, desde las zonas de mayor concentración de 
glucosa (vasos sanguíneos) a las de menor concentración (foco de actividad) (Rouach 
et al., 2008).  
El encéfalo aunque consume mucha energía apenas dispone de reservas. Los astrocitos 
constituyen el principal almacén, gracias a la glucogénesis. El glucógeno permite un fácil 
acceso a la glucosa y a diferencia de las reservas de grasa del organismo permite la 
obtención de ATP sin necesidad de oxígeno (Bélanger et al., 2011). El metabolismo del 
glucógeno está regulado por mecanismos neuronales (Allaman et al., 2000, 2003). Por 
ejemplo, ante un aumento de la demanda energética, la noradrenalina activa una vía de 
señalización astroglial de AMPc, detonante de la rotura del glucógeno en glucosa, para 
posterior transformación en lactato y transferencia a neuronas (Sorg y Magistretti, 1991; 
Halassa y Haydon, 2010). 
La transmisión de la señal eléctrica en las neuronas libera K+ al espacio extracelular. Su 
eliminación es crucial para recuperar el potencial de membrana basal y permitir la 
excitación nerviosa. Desde 1965 se conoce la rápida incorporación del K+ por las células 
astrogliales (Hertz, 1965). Están implicados los canales de rectificación de entrada de K+ 
(como Kir 4.1, que sólo se expresa en los procesos), transportadores de Na+/K+/2Cl-, 
canales de K+ de dos poros (K2P) y la bomba de Na+/K+ ATPasa (Dallérac et al., 2013), 
siendo esta última la principal responsable (Larsen et al., 2014). La modificación de los 
niveles de K+ extracelular modula la transmisión eléctrica, ya que variaciones en su 
concentración alejan o acercan el potencial de membrana neuronal al umbral de disparo 




I. 2.2.1.4 Recaptación y liberación de sustancias neuroactivas  
La membrana celular de los astrocitos presenta transportadores encargados de la 
incorporación de neurotransmisores liberados a la hendidura sináptica como glutamato 
(Anderson y Swanson, 2000; Oliet et al., 2001), GABA (Schousboe, 2000) y glicina 
(Aroeira et al., 2014), evitando así que difundan a neuronas vecinas o que interfieran en 
futuras sinapsis; de esta manera, los astrocitos pueden modular la transmisión sináptica, 
controlando la vida media de los neurotransmisores. Además, el glutamato incorporado 
es metabolizado por la astroglía generando glutamina que tras liberarla es incorporada 
por las neuronas para la síntesis de glutamato y GABA (Hertz y Zielke, 2004). Los 
terminales GABAérgicos presentan una reserva de glutamina muy limitada, por lo que 
necesitan del aporte del precursor por los astrocitos. La inhibición farmacológica de la 
glutamina sintetasa, encargada de la conversión del glutamato en glutamina en la astroglía, 
afecta a la transmisión sináptica inhibidora bajo condiciones de elevada actividad (Liang 
et al., 2006). Como consecuencia de la sobreexcitación resultante se pueden producir 
convulsiones (Bernard-Helary et al., 2000; Bernard-Hélary et al., 2002) y perjudicar al 
procesamiento de la información, lo que se piensa que contribuye a un elevado número 
de desórdenes psiquiátricos (Lewis y Hashimoto, 2007). Dado que la astroglía es la única 
fuente de glutamina de las neuronas GABAérgicas, los astrocitos tienen el potencial para 
controlar la actividad neuronal y el procesamiento de la información por modular las vías 
de inhibición (Halassa y Haydon, 2010).  
Aparte de la incorporación y reciclaje de neurotransmisores, los astrocitos modulan de 
forma directa la transmisión sináptica, mediante la liberación de sustancias neuroactivas 
que provocan cambios funcionales y morfológicos en las sinapsis; son conocidas como 
gliotransmisores, entre los que se encuentran el glutamato, ATP, D-serina, GABA, 
adenosina y glicina, y otras moléculas como TNF-α, BDNF, taurina y glutatión (Moraga-
Amaro et al., 2014). Los gliotransmisores son reconocidos por receptores neuronales que 
tras su activación regulan la liberación del neurotransmisor o modifican el potencial de 
membrana y por tanto la excitabilidad de la neurona y la transmisión sináptica (Kang 
et al., 1998; Fellin et al., 2004; Pascual et al., 2005; Perea y Araque, 2005, 2007, Panatier 
et al., 2006, 2011; Henneberger et al., 2010; Navarrete y Araque, 2010; Di Castro et al., 
2011; Fossat et al., 2012). La acción de un único gliotransmisor puede desencadenar 
diferentes respuestas en función del circuito neuronal que lo reconozca, el subtipo de 
receptor y su localización en un terminal presináptico o postsináptico. Además, una 
misma población astroglial puede liberar diferentes gliotransmisores, por lo que un 
mismo conjunto de astrocitos puede generar distintos efectos sobre el circuito (Araque 
et al., 2014). 
La exocitosis neuronal de glutamato en sinapsis hipocampales produce oscilaciones de 
Ca2+ intracelular en el astrocito que puede desencadenar la liberación de glutamato 
(Porter y McCarthy, 1996). El glutamato astroglial activa receptores metabotrópicos 




(Fiacco y McCarthy, 2004), también se une a receptores de kainato presinápticos (Liu 
et al., 2004) y receptores NMDA sinápticos y extrasinápticos (Fellin et al., 2004). 
El gliotransmisor ATP puede regular la actividad sináptica directamente o a través de su 
producto metabólico adenosina (Dias et al., 2013). En las sinapsis entre neuronas de CA3 
y las neuronas piramidales de CA1 vía colaterales de Schaffer, la liberación de glutamato 
activa receptores metabotrópicos en los astrocitos circundantes, provocando la liberación 
de ATP que suprime a las sinapsis glutamatérgicas vecinas, vía receptores neuronales P2Y 
o a través de su producto metabólico adenosina (Zhang et al., 2003). Además, el GABA 
de interneuronas activadas de CA1 estimula la liberación de ATP por los astrocitos vía 
receptores GABAB, que tras la acción de ectonucleotidasas es transformado en 
adenosina, responsable de la depresión heterosináptica vía receptores A1, como ha sido 
descrito bajo un protocolo de estimulación de alta frecuencia (Serrano et al., 2006). Por 
otro lado, es sugerido que el ATP también participa como señal mediadora de la 
propagación de las ondas de Ca2+ a lo largo de la red astroglial. El medio de cultivo de 
astrocitos que han exhibido ondas de Ca2+ contiene más ATP que el medio control; 
además, la transferencia del medio sobre astrocitos induce ondas de Ca2+ que son 
inhibidas por antagonistas de receptores purinérgicos (Guthrie et al., 1999). 
La astroglía también libera moléculas relacionadas con inflamación que a su vez parecen 
intervenir en otros procesos como son IL-1β (Sugama et al., 2011) y TNF-α (Omran 
et al., 2013). La escisión del gen que codifica la interleuquina afecta al rendimiento del 
roedor en el laberinto de Morris y en el paradigma de miedo condicionado (Avital et al., 
2003). TNF-α regula la liberación de glutamato y la inserción de receptores AMPA en la 
membrana de neuronas hipocampales (Ogoshi et al., 2005); de hecho, ratones TNF-α-/- 
tienen afectada la memoria en el laberinto de Barnes (Camara et al., 2013). Pese al 
reconocimiento de la expresión de citoquinas en astroglía, conviene considerar la 
contaminación de los cultivos de astrocitos con células microgliales, posiblemente la 
principal fuente de citoquinas del SNC (Welser-Alves y Milner, 2013). Debido al uso de 
ratones knockouts no condicionales no podemos elucidar la relevancia de cada tipo celular 
en los trabajos mencionados. Otras moléculas como la taurina (Choe et al., 2012), el 
lactato (Brown y Ransom, 2007), componentes sinaptogénicos y factores tróficos (Eroglu 
y Barres, 2010; Clarke y Barres, 2013) son también liberadas por los astrocitos. 
A pesar de la proximidad de los procesos gliales a los elementos sinápticos, la distancia 
que tiene que recorrer el neurotransmisor para ser reconocido por el astrocito es mayor 
que la distancia que lo separa de la neurona postsináptica, lo que supone que los niveles 
de neurotransmisor decrecen conforme nos alejamos de la hendidura sináptica hacia los 
astrocitos. Es sugerido que a pesar de la baja concentración de neurotransmisores a su 
alrededor, la astroglía es capaz de reconocer la actividad neuronal gracias a la expresión 
de receptores con una alta afinidad por el ligando y lenta desensibilización. Por ejemplo, 
el glutamato es mejor reconocido por el receptor metabotrópico mGluR5 que por el 
receptor AMPA que presenta baja afinidad y rápida desensibilización. También ha sido 




receptores nicotínicos que se inactivan más rápidamente. Asimismo, el neurotransmisor 
GABA activa receptores GABAB en el astrocito. Por otro lado, en el cerebelo, se ha 
descrito la liberación del neurotransmisor fuera de la hendidura sináptica, directamente 
sobre el astrocito (Araque et al., 2014).  
Dado que la comunicación neurona-astrocito es bidireccional (Santello et al., 2012), la 
detección de las señales astrogliales por las neuronas está sometida a las mismas 
limitaciones, es decir que el reconocimiento de los gliotransmisores por los receptores de 
la hendidura sináptica se ve dificultado por el decrecimiento en la concentración del 
transmisor con la distancia. Sin embargo, las neuronas disponen de receptores fuera de 
la sinapsis con un mejor acceso al gliotransmisor. Es el caso del glutamato glial que es 
reconocido por receptores metabotrópicos y NMDA de la neurona presináptica así como 
receptores NMDA postsinápticos que contienen la subunidad GluN2B. A su vez, la 
afinidad por el ligando de estos receptores es elevada y su desensibilización es lenta 
(Araque et al., 2014). 
Otro mecanismo mediante el cual la astroglía modula la transmisión sináptica consiste en 
el control del volumen extracelular que rodea a la sinapsis. De este modo, la red astroglial 
puede controlar los niveles de sustancias neuroactivas y su difusión (Piet et al., 2004; 
Nagelhus y Ottersen, 2013). 
I. 2.2.1.4.1 Vías de liberación de gliotransmisores 
La liberación de gliotransmisores se lleva a cabo por distintas vías, algunas de ellas 
reguladas por Ca2+ (Fig.I.6). Por ejemplo, se ha descrito la liberación de glutamato por 
exocitosis (Montana et al., 2006; Parpura y Zorec, 2010), mediante el transportador 
implicado en la recaptación de glutamato funcionando a la inversa (Szatkowski et al., 
1990), a través de transportadores acoplados al transporte de iones (Kimelberg et al., 
1990), vía receptor ionotrópico purinérgico (Duan et al., 2003), mediante antiportador de 
cistina/glutamato (Warr et al., 1999) y a través de hemicanales (Ye et al., 2003). Aún se 
necesita investigar bajo qué circunstancias participa una vía u otra. En cultivos de 
astrocitos se han detectado vesículas y lisosomas que contienen ATP (Coco et al., 2003; 
Zhang et al., 2007; Verderio et al., 2012) y vesículas con D-serina (Mothet et al., 2005; 
Bergersen et al., 2012; Martineau et al., 2013), además de vesículas con transportadores 
de glutamato (Bezzi et al., 2004; Montana et al., 2004; Zhang et al., 2004). Es posible que 
el ATP también sea liberado a través de hemicanales formados por conexinas 43 (Kang 
et al., 2008). De hecho, bloqueadores del hemicanal o knockouts para Cx43/Cx30 





Figura I.6. Producción de señales de Ca2+ y gliotransmisión.  
Esquema simplificado de la comunicación bidireccional entre una sinapsis y un proceso astroglial 
adyacente, en el que se representan los mecanismos que conducen a un incremento del Ca2+ 
intracelular y a la liberación de gliotransmisores. (1) La liberación de glutamato y ATP por el 
terminal nervioso presináptico conduce a la activación en astrocitos de receptores 
metabotrópicos de glutamato y ATP, y en algunos casos del receptor ionotrópico AMPA. (2) La 
activación conduce a la movilización hacia el citoplasma del Ca2+ contenido en los almacenes 
internos del retículo endoplasmático (RE). (3) No obstante, existen otra vías capaces de aumentar 
el nivel de Ca2+ citosólico como la entrada de Ca2+ extracelular vía receptores P2X y canales 
TRP. Es más, el estudio de los delgados procesos astrogliales ha revelado señales de Ca2+ 
independientes de los almacenes internos del soma, posiblemente originadas en parte por 
receptores ionotrópicos (Papouin et al., 2017). La señal de Ca2+ está implicada en funciones 
diversas incluyendo la liberación de gliotransmisores (p.e. glutamato, D-serina, ATP) mediante 
(4) exocitosis u (5) otros mecanismos regulados por Ca2+ como los canales de aniones bestrofina-
1 y VRAC (del inglés, canales iónicos regulados por volumen), (6) hemicanales o sistemas 
independientes de Ca2+ como receptores purinérgicos P2X o el transportador de la recaptación 
de glutamato funcionando a la inversa (no mostrado). Los gliotransmisores liberados pueden 
actuar sobre receptores de los terminales presinápticos y postsinápticos, teniendo un mejor 
acceso a aquellos localizados fuera de la hendidura sináptica. Aun así la D-serina, al contrario que 
la glicina, parece unirse más a receptores NMDA sinápticos que extrasinápticos (Papouin et al., 
2012). La expresión de receptores afines a gliotransmisores por otros tipos celulares como la 
microglía, amplia el grado de interacción de los astrocitos con sus células vecinas. La ilustración 




I. 2.2.2 Astroglía, comportamiento y memoria 
A pesar del importante avance en el conocimiento de los mecanismos celulares y 
moleculares que sustentan las diferentes funciones astrogliales y su repercusión sobre la 
transmisión sináptica, recién hemos comenzado a desentrañar las consecuencias de la 
interacción astrocito-neurona en el comportamiento (Oliveira et al., 2015), como 
ejemplificaremos a continuación. 
La astroglía está vinculada con la conducta de búsqueda de droga. La abstinencia en ratas 
consumidoras de cocaína provoca una disminución en la actividad del antiportador de 
cistina/glutamato en astrocitos del núcleo accumbens, área relacionada con el sistema de 
recompensa, lo que produce una disminución en los niveles de glutamato extracelular, 
causante de la recaída en el consumo. La activación del transportador por administración 
de N-acetilcisteína previene la recaída (Baker et al., 2003). 
Estímulos visuales (Schummers et al., 2008; Chen et al., 2012), olfativos (Gurden et al., 
2006) y táctiles (Takata et al., 2011) son reconocidos por los astrocitos; por ejemplo, la 
estimulación de una sola vibrisa de ratón genera 3 segundos más tarde una señal de Ca2+ 
en astrocitos localizados en el campo de barriles de la corteza somatosensorial. Para ello, 
se produce la activación de receptores metabotrópicos de glutamato, que vía proteína G 
activan a la fosfolipasa C, originando así inositol trifosfato, ligando de receptores del 
retículo endoplasmático, cuya activación provoca la salida de Ca2+ al citoplasma (Wang 
et al., 2006). 
Como hemos visto anteriormente, la astroglía dispone de sistemas que le capacitan para 
modular la transmisión sináptica. El reconocimiento de neurotransmisores, mensajeros 
retrógrados (p.e. endocannabinoides) y neuromoduladores (p.e. acetilcolina, 
noradrenalina) estimulan la liberación de gliotransmisores, que al activar receptores de la 
neurona presináptica modifica la probabilidad de exocitosis, y al unirse a receptores de 
dentro y fuera del terminal postsináptico, altera el grado de activación de los receptores 
(p.e. D-serina - receptor NMDA), el grado de despolarización de la membrana y el 
número de receptores. De esta manera, la gliotransmisión junto con otros procesos 
astrogliales como la eliminación del K+, permiten la regulación de eventos de plasticidad 
sináptica por los astrocitos (Haydon y Nedergaard, 2015; De Pittà et al., 2016). Así, 
neuromoduladores derivados de astrocitos modifican la respuesta al protocolo de 
inducción de LTP. Por ejemplo, la activación de receptores neuronales metabotrópicos 
por glutamato astroglial posibilita la LTP inducida por estimulación de la actividad 
colinérgica, a través de un mecanismo que implica la activación de receptores 
muscarínicos (mAChR) y la elevación del Ca2+ intracelular astroglial (Navarrete et al., 
2012). Por otro lado, el tratamiento con fluoroacetato, inhibidor del metabolismo 
astroglial (Swanson y Graham, 1994), afecta a la LTP en CA1 a menos que se aplique D-
serina exógena (Han et al., 2015). Dado que los mecanismos de plasticidad sináptica son 
el candidato principal en el que se apoyan los procesos de aprendizaje y memoria, cabe 




Además, es preciso resaltar que en el hipocampo de ratas, en torno al 60% de las sinapsis 
son directamente contactadas por astrocitos protoplasmáticos (Ventura y Harris, 1999; 
Witcher et al., 2007). Concretamente, el territorio ocupado por un astrocito del 
hipocampo de roedores contiene unas 140.000 sinapsis procedentes de 100 neuronas 
(Bushong et al., 2002) y entre 270.000 y 2 millones de sinapsis en el córtex humano 
(Oberheim et al., 2009), lo que otorga a la astroglía la posibilidad de modular miles de 
sinapsis en una región cerebral íntimamente ligada a la formación de la memoria explícita. 
Si bien es cierto, el número de sinapsis que ocupan el territorio de un astrocito y la 
distancia de sus procesos con respecto a los elementos sinápticos varía entre áreas y ante 
la presencia de una lesión (Khakh y Sofroniew, 2015). Asimismo, las espinas dendríticas 
contactadas por procesos astrogliales perisinápticos son más grandes que las no 
contactadas, indicio de un fortalecimiento ocasionado por los astrocitos (Bourne y Harris, 
2008).  
Por otro lado, a lo largo del circuito trisináptico hipocampal han sido reconocidas 
diferencias funcionales entre los astrocitos (Khakh y Sofroniew, 2015). En el giro dentado 
(GD), se producen dos tipos de señales de Ca2+: focal y expandida. La primera provocada 
por la liberación espontánea de neurotransmisores y la segunda por potenciales de acción. 
Ambas señales son mediadas por los almacenes internos de Ca2+ regulados por inositol 
trifosfato en respuesta a ATP sináptico, pues antagonistas para el receptor P2Y1 reduce 
ambos tipos de señal. Es sugerido que la señal de Ca2+ en astrocitos del GD regula la 
probabilidad de liberación de neurotransmisores sobre las células granulares (Di Castro 
et al., 2011). En cambio, en CA3 los astrocitos sólo responden ante ráfagas intensas de 
potenciales de acción evocados en los axones de las fibras musgosas, mostrando señales 
de Ca2+ que abarcan gran parte de la célula y que están mediadas por receptores 
mGluR2/3 (Haustein et al., 2014). Por consiguiente, estas señales globales no regulan 
sinapsis localmente, sino que ejercen su modulación a nivel de circuito, permitiendo la 
sincronización de la red neuronal (Sasaki et al., 2014). La astroglía de la subregión CA3 
envuelve sinapsis completas, una particularidad infrecuente en el resto del tejido cerebral 
donde los astrocitos envainan principalmente el elemento postsináptico (p.e. una espina) 
(Papouin et al., 2017). En astrocitos de CA1, la estimulación mínima de las colaterales de 
Schaffer genera respuestas de Ca2+ en las ramificaciones, mediada por la activación del 
receptor metabotrópico mGluR5. Es propuesto que el incremento de Ca2+ provoca la 
liberación de ATP que transformado en adenosina se une a los receptores A2A 
presinápticos regulando la probabilidad de liberación del neurotransmisor (Panatier et al., 
2011). Asimismo, la proximidad de los procesos astrogliales con las sinapsis en CA1 es 
mayor que en CA3 (Haustein et al., 2014). 
A nivel conductual, bajo el paradigma de evitación pasiva, la formación de memoria 
duradera (MLP) requiere de la transferencia de lactato, procedente de la lisis del 
glucógeno en astrocitos, a las neuronas. La inyección intrahipocampal de un inhibidor de 
la glucogenolisis, 15 minutos antes o justo después de la sesión de entrenamiento, afecta 
a la formación de la MLP sin perjudicar a la MCP. El efecto es bloqueado si se 




transportador responsable de la salida de lactato del astrocito, el transportador de 
monocarboxilato 4 (MCT4), o del transportador de entrada a la neurona, MCT2, 
corrobora el transporte entre ambos tipos celulares (Suzuki et al., 2011). Conclusiones 
similares se obtuvieron utilizando un paradigma de memoria espacial (Newman et al., 
2011). 
Dada la relevancia de la astroglía en el correcto funcionamiento del sistema nervioso, su 
disfunción está relacionada con desórdenes neurológicos. Varios estudios muestran 
como la alteración de proteínas relacionadas con la gliotransmisión (p.e. transportadores 
vesiculares) pueden causar desórdenes neurológicos y comportamientos anormales 
(Rossi et al., 2011; Verkhratsky et al., 2014). Por ejemplo, es sugerido que la mutación en 
astrocitos del gen que codifica el factor de transcripción MeCP2 (del inglés, methyl-CpG 
binding protein 2) inhibe la secreción de moléculas implicadas en desarrollo, posible causa 
del síndrome de Rett (Ballas et al., 2009). También, la esquizofrenia ha sido vinculada con 
una secreción deficiente del gliotransmisor D-serina (Basu et al., 2009; Labrie y Roder, 
2010; Van Horn et al., 2013). Estudios sobre pacientes muestran mutaciones en genes 
relacionados con su síntesis (serina racemasa) y degradación (D-amino oxidasa) (Boks 
et al., 2007; Morita et al., 2007; Müller et al., 2011; Caldinelli et al., 2013). De hecho, el 
tratamiento con D-serina reduce los déficits cognitivos en pacientes esquizofrénicos 
(Labrie y Roder, 2010).  
I. 2.2.3 Astroglía y D-serina 
Uno de los transmisores que parece participar en la comunicación entre astrocitos y 
neuronas es la D-serina. Su descubrimiento fue excepcional pues se pensaba que en 
mamíferos sólo había L-aminoácidos (Hashimoto et al., 1992; Nagata et al., 1992). La D-
serina es un coagonista endógeno del sitio de unión de glicina del receptor NMDA 
(Mothet et al., 2000), cuya unión facilita la activación de este. Así, su concentración en la 
hendidura sináptica controla el nivel de receptores NMDA disponibles para ser activados 
por el neurotransmisor (Oliet y Mothet, 2009). De hecho, la D-serina se localiza en 
astrocitos de áreas cerebrales que presentan altos niveles de receptores NMDA (Schell 
et al., 1997), lo que sugiere su participación en procesos en los que intervienen tales 
receptores (Danysz y Parsons, 1998): despolarización, influjo de Ca2+, producción de 
GMPc, muerte neuronal, excitotoxicidad, LTP, aprendizaje y memoria (Nishikawa, 
2011). La interacción astrocito-sinapsis mediada por D-serina ha sido descrita en varias 
regiones como hipotálamo (Panatier et al., 2006) e hipocampo (Henneberger et al., 2010), 
y resulta esencial para un adecuado establecimiento de las conexiones sinápticas y 
regulación de la arquitectura dendrítica (Rabacchi et al., 1992; Sin et al., 2002; Espinosa 
et al., 2009; Balu y Coyle, 2012; Diniz et al., 2012). Además, la D-serina parece intervenir 
sobre la vasodilatación (Stobart et al., 2013). 
La presencia de D-serina ha sido detectada en astrocitos (Schell et al., 1995), neuronas 
(Yasuda et al., 2001; Kartvelishvily et al., 2006; Williams et al., 2006) y microglía (Wu 




serina racemasa (Wolosker, Blackshaw, et al., 1999; Wolosker, Sheth, et al., 1999; De 
Miranda et al., 2002), cuya expresión es similar a la del aminoácido (Nishikawa, 2011), 
siendo localizada en astrocitos (Scianni et al., 2013) y neuronas (Kartvelishvily et al., 
2006). La eliminación génica de la serina racemasa produce un marcado descenso en el 
nivel de D-serina (Inoue et al., 2008; Basu et al., 2009; Labrie, Fukumura, et al., 2009). 
Aun así, otros sistemas podrían estar implicados (Nishikawa, 2011). 
La liberación de D-serina por astrocitos parece ocurrir por exocitosis de manera 
dependiente de Ca2+. De hecho, la toxina del tétano, bloqueadora de la exocitosis, o 
inhibidores de ATPasas vesiculares suprimen su liberación. Además, vesículas 
contenedoras de VAMP2/3 y VGLUT2 son colocalizadas con D-serina (del inglés, 
proteína de membrana asociada a vesícula y transportador vesicular de glutamato 
respectivamente) (Mothet et al., 2005; Martineau et al., 2013). En cultivo de astrocitos, la 
activación por ligando o agonistas de receptores AMPA, kainato y receptores 
metabotrópicos de glutamato incrementa la exocitosis de D-serina (Mothet et al., 2005). 
Otros mecanismos podrían estimular la liberación de D-serina. Por ejemplo, el bloqueo 
o eliminación de los canales TRPA1 reduce la LTP dependiente de receptores NMDA 
por afectar a la liberación de D-serina astroglial (Shigetomi et al., 2013). 
Algunos estudios consideran a la D-serina como un elemento crítico en los procesos de 
LTP y LTD que dependen de receptores NMDA (Yang et al., 2003; Malenka y Bear, 
2004; Panatier et al., 2006; Henneberger et al., 2010; Rebola et al., 2010; Fossat et al., 
2012). Así, el nivel de D-serina afecta a la capacidad de un estímulo neuronal para inducir 
plasticidad. Por ejemplo, en el núcleo supraóptico del hipotálamo de roedores vírgenes, 
los procesos astrogliales se encuentran próximos a las neuronas por lo que el nivel de D-
serina en la vecindad de los receptores NMDA es relativamente alto, lo que favorece la 
LTP. En cambio, en progenitores lactantes, se favorece la LTD dado que la cobertura de 
las neuronas por los procesos astrogliales es inferior y como consecuencia el nivel de D-
serina es menor (Panatier et al., 2006). 
Siendo conocida la relación entre plasticidad y los procesos de aprendizaje y memoria 
(Bliss y Collingridge, 1993; Martin et al., 2000), cabe esperar la participación del 
gliotransmisor en el establecimiento de memorias. Varios estudios relacionan el D-
aminoácido con memoria espacial (Morris et al., 1986; Zhang, Gong, et al., 2008; Basu 
et al., 2009), memoria de orden de eventos (DeVito et al., 2011), memoria de 
reconocimiento de objetos (Bado et al., 2011; Vargas-Lopes et al., 2011) y miedo 
condicionado (Han et al., 2015). Además, la D-serina podría estar implicada en el 
deterioro cognitivo desarrollado durante el envejecimiento (Mothet et al., 2006), quizás 
por una disminución en los niveles de D-serina con la edad y por consiguiente, una menor 
actividad del receptor NMDA (Potier et al., 2010). La participación de la D-serina en 
memoria no sólo está relacionada con plasticidad mediada por receptores NMDA 
(Henneberger et al., 2010; Shigetomi et al., 2013) sino también con otros procesos 
relacionados con la formación de memorias duraderas (MLP) como son la sinaptogénesis 




I. 2.2.4 Marcaje de astrocitos 
Los astrocitos pueden ser identificados mediante diversos marcadores como la proteína 
ácida fibrilar glial (sigla en inglés: GFAP), proteína de unión a calcio S100-β, glutamina 
sintetasa, el trasportador glutamato-aspartato (en inglés: GLAST) y el transportador de 
glutamato 1 (en inglés: GLT-1) (Schitine et al., 2015). Estudios de expresión por microarray 
han sugerido nuevos marcadores (Bachoo et al., 2004) como la enzima aldehído 
deshidrogenasa 1 L1 (Aldh1L1) (Cahoy et al., 2008). Aunque el inmunomarcaje de GFAP 
es muy utilizado, su expresión varía con la región del encéfalo, siendo por ejemplo 
detectable en la mayoría de astrocitos del hipocampo y escasa en la astroglía del tálamo 
(Khakh y Sofroniew, 2015). Además, su expresión en muchos astrocitos es imperceptible 
mediante inmunohistoquímica en tejido sano, pero sí ante un agravio en el SNC, 
responsable de un aumento en la expresión de GFAP (Khakh y Sofroniew, 2015). El 
marcaje de GFAP sólo revela un 15% del volumen astroglial, por lo que no permite 
observar la totalidad de la complejidad morfológica (Bushong et al., 2002) que conforman 
los delgados procesos astrogliales, imperceptibles por la microscopía convencional. Sólo 

























A lo largo de las dos últimas décadas, se ha producido un progreso significativo en la 
definición de la microglía y más aún de los astrocitos como elementos reguladores de la 
transmisión sináptica, así como en la identificación de los mecanismos celulares y 
moleculares subyacentes. En cambio, el estudio de cómo la interacción neuroglial 
repercute en un nivel de organización superior, el comportamiento animal, se encuentra 
en su fase inicial. Por ello, en el presente trabajo, nos proponemos la consecución del 
siguiente objetivo general:  
Verificar la participación de las células gliales de microglía y astroglía en el 
procesamiento de la información de reconocimiento de objetos. 
Para su resolución nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 
I. Definir la intervención de la microglía en el aprendizaje, consolidación y 
reconsolidación de la memoria de reconocimiento de objetos. 
II. Determinar el papel de la microglía hipocampal en la activación de las 
neuronas principales del hipocampo durante la consolidación y reconsolidación 
de información de reconocimiento de objetos. 
III. Establecer la participación de los astrocitos, como fuente del transmisor D-
serina, en las fases del procesamiento de la información de reconocimiento de 
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III. 1 SUJETOS EXPERIMENTALES 
Utilizamos ratones machos (Mus musculus, cepa Swiss) de entre 5-6 semanas de edad, 
adquiridos de un distribuidor oficial (Centro de Producción Animal de la Universidad de 
Sevilla, España o Janvier, Francia). Manipulamos los ratones de acuerdo a la Legislación 
de la Unión Europea (2010/63/EU) y española (BOE 67/8509-12, 1988 y BOE 
34/11370-421, 2013) vigentes en materia de obtención, transporte, cuidado y 
manipulación de animales de experimentación, y con la aprobación del comité ético de la 
Universidad Pablo de Olavide. Previamente a los experimentos, habituamos los animales 
a las condiciones estándar de estabulación, continuamente controladas (ciclo 
luz/oscuridad de 12 horas, temperatura, ventilación y humedad). Los ratones 
permanecieron en jaulas conjuntas (4-5 ratones por jaula) provistos de comida y agua ad 
libitum durante todo el periodo de estabulación. 
III. 2 ADMINISTRACIÓN DE SUSTANCIAS 
D-serina (D-Ser; Sigma-Aldrich): aminoácido endógeno de isomería D. Es un 
gliotransmisor, coagonista del receptor de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). 
Se administró de manera sistémica (i.p.), disuelta en solución salina autoclavada (0,9% de 
NaCl en agua), a una dosis de 75 mg/kg. 
Minociclina (Mino; Sigma-Aldrich): antibiótico de segunda generación de la familia de 
las tetraciclinas, caracterizadas por tener cuatro anillos en su estructura molecular (Thaker 
et al., 2010). Es ampliamente utilizada como herramienta farmacológica para inhibir la 
activación y proliferación de la microglía (Yrjänheikki et al., 1998; Tikka et al., 2001; Blum 
et al., 2004; Stirling et al., 2005; Familian et al., 2006; Griffin et al., 2006; Seabrook et al., 
2006; Yoon et al., 2012). 
Para inhibir la funcionalidad de la microglía, administramos la minociclina de manera 
sistémica o local: 
 Administración sistémica: la minociclina disuelta en agua destilada (Milli-Q) a una 
concentración de 10 mg/mL, se suministró de forma intraperitoneal (i.p.) a una 
dosis de 50 mg/kg. 
 Administración local: suministramos bilateralmente en el hipocampo un volumen 
de 0,5 µL de minociclina 20 µM disuelta en salino. Administramos el fármaco a 
0,2 µL/minuto con una jeringa de microinyección (Hamilton), que introdujimos 
10 mm en una cánula-guía de la misma longitud cuyo extremo estaba situado en 
el hipocampo. Antes de extraer la jeringa, la mantuvimos durante 1 minuto en la 
cánula para evitar el reflujo del fármaco al retirarla. El procedimiento de 
implantación de cánulas se describe a continuación. 
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En los experimentos en los que se coadministró sistémicamente minociclina y D-serina, 
realizamos inyecciones separadas con las mismas dosis anteriormente descritas para cada 
fármaco. 
III. 2.1 Implantación de cánulas 
Anestesiamos los ratones mediante inyección i.p. de una disolución de hidrato de cloral 
(Applichem) al 4% en solución salina autoclavada, a una dosis de 10 µL por gramo de 
masa corporal. Una vez que la anestesia hizo efecto, colocamos al ratón en un aparato 
estereotáxico (David Kopf Instruments) e implantamos una cánula de acero en el 
hipocampo dorsal de cada hemisferio, mediante las siguientes coordenadas con respecto 
al punto de referencia Bregma: anteroposterior (AP) = -2,2 mm, lateral (ML) = ± 1,5 
mm y profundidad (V, con respecto a la superficie del encéfalo) = -1,1 mm.  
Las cánulas se inmovilizaron con una base de cianocrilato y cemento dental (Duralay. 
Dental Mfg.Co.) fijada mediante un tornillo implantado en el cráneo. Finalmente 
suturamos la piel del animal, aplicamos pomada cicatrizante (Blastoestimulina) y 
mediante exposición a una luz emisora de calor se favoreció la recuperación del ratón. 
Las cánulas se implantaron con un alambre de acero inoxidable en su interior para 
impedir su obstrucción durante el procedimiento. 
III. 3 PARADIGMA DE COMPORTAMIENTO COGNITIVO 
III. 3.1 Reconocimiento de objetos 
Ante la conocida preferencia innata de los ratones por explorar un objeto novedoso 
frente a un objeto familiar ejecutamos el siguiente protocolo. En una caja rectangular (55 
x 40 x 40 cm) de plástico con un color neutro, iluminada uniformemente, colocamos al 
animal durante 5 minutos para su habituación. Acto seguido, en la sesión de 
entrenamiento, instalamos dos objetos idénticos de plástico para su examen durante 15 
minutos. Estas condiciones aseguran la adquisición y consolidación de la información. 
Los objetos se distribuyeron manteniendo una distancia equidistante con respecto a las 
paredes de la caja y el punto central (Fig.III.1). 
Estudio de la adquisición y consolidación de la memoria. Para evaluar la formación 
de la memoria se realizó un test de 10 minutos de duración, en el que sustituimos uno de 
los objetos del entrenamiento por otro diferente. De esta manera, generamos la distinción 
entre familiar (objeto repetido) y novedad (objeto desconocido). El tiempo que transcurre 
entre el entrenamiento y el test se seleccionó en función de la fase del procesamiento de 
la información que quisimos analizar. En el estudio de la adquisición, el test de memoria 
a corto plazo (MCP) se realizó 1 hora después del final de la sesión de entrenamiento, 
mientras que en el experimento de consolidación, el test de memoria a largo plazo (MLP) 
se realizó 24 horas post-entrenamiento. Durante este tiempo, entre las sesiones de 
entrenamiento y de test, el animal permaneció en su jaula de estabulación (Fig.III.1A). 
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Estudio de la reconsolidación de la memoria. En el experimento de reconsolidación, 
48 horas después del entrenamiento, se procedió a una segunda sesión de 10 minutos 
(reactivación) con los mismos objetos del entrenamiento (reactivación sin novedad) o 
sustituyendo uno de los objetos por otro nuevo (reactivación con novedad). Tras 24 
horas, efectuamos el test de MLP con un objeto explorado en el entrenamiento y la 
reactivación (familiar) y un objeto diferente (novedoso) (Fig.III.1B). Además, si la sesión 
de reactivación incluyó novedad, un grupo de animales fue sometido a un test de MLP 
distinto, con el objeto novedoso de la reactivación (ahora familiar) y un objeto aún sin 
explorar (novedoso). 
Todos los ensayos se grabaron con una videocámara para su posterior análisis, en el que 
contabilizamos manualmente el tiempo que el ratón examinó de forma activa cada objeto. 
Consideramos que un ratón analiza activamente un objeto cuando dirige su nariz hacia él 
desde una pequeña distancia (< 1,5 cm) y/o toca el objeto con la nariz o las vibrisas. La 
exploración relativa del objeto novedoso respecto al familiar la calculamos mediante el 
siguiente índice de discriminación: ID = (t nuevo – t familiar) / (t nuevo + t familiar). Así, un ID 
cercano a 0 refleja una exploración equitativa de ambos objetos, un ID negativo señala 
preferencia por el objeto familiar y un ID positivo indica una mayor exploración del 
objeto nuevo. Para asegurar la ausencia de pistas olfativas, limpiamos los objetos y la caja 
con etanol al 70% en agua entre un sujeto y otro. Los objetos se diferencian en forma y 
color. 
 
Figura III.1. Protocolo de reconocimiento de objetos.  
(A) Aprendizaje y consolidación. Tras un entrenamiento de 15 minutos (15’) con dos objetos 
iguales, se realizó el test de MCP o MLP, 1 h o 24 h después del entrenamiento respectivamente. 
En el test, uno de los dos objetos se cambia por un objeto novedoso. (B) Reconsolidación. Tras 
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un entrenamiento de 15’ con dos objetos iguales, se realizó una sesión de reactivación con los 
mismos objetos (sin novedad) o sustituyendo un objeto familiar por uno novedoso (con 
novedad). 24 h después se hizo el test con un objeto previamente explorado y otro desconocido. 
Como control de la reactivación, un grupo de ratones entrenados no fue sometido a reactivación. 
Los test de MCP, MLP y la sesión de reactivación duraron 10’ cada uno.  
III. 3.1.1 Listado de experimentos conductuales de reconocimiento de 
objetos 
Experimento 1 
Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre el aprendizaje y la 
consolidación. Administramos minociclina o vehículo justo después (0 h), 2 horas o 6 
horas después del final de la sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos. Tras 
acabar el entrenamiento, 1 o 24 horas después, realizamos una sesión de exploración 
reemplazando un objeto por otro nuevo, con el objetivo de examinar de forma 
independiente la MCP y la MLP respectivamente.  
Experimento 2 
Efecto de la administración local de minociclina sobre el aprendizaje y la consolidación. 
Administramos minociclina o vehículo en el hipocampo justo después (0 h) del final de 
la sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos. 1 hora después, reemplazamos 
un objeto por otro nuevo con la intención de evaluar la MCP. Al día siguiente realizamos 
el test de MLP, tras sustituir el objeto novedoso de la sesión anterior por otro nuevo. 
Experimento 3 
Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre la reconsolidación. Dos días 
después de la sesión de entrenamiento, administramos minociclina o vehículo justo 
después (0 h) de una sesión de reactivación, donde los ratones exploraron durante 10 
minutos los mismos objetos del entrenamiento. 24 horas más tarde, reemplazamos un 
objeto por otro nuevo, con el objetivo de evaluar la MLP post-reactivación (PR-MLP).  
Efecto de la minociclina sobre la incorporación de nueva información a una memoria 
previamente almacenada (reconsolidación con novedad). Dos días después de la sesión 
de entrenamiento, administramos minociclina o vehículo justo después (0 h) de una 
sesión de reactivación, en la que sustituimos un objeto del entrenamiento por otro nuevo. 
24 horas después, reemplazamos uno de los dos objetos (familiar o novedoso) por un 
objeto nuevo, con el propósito de evaluar la PR-MLP. 
Experimento 4 
Efecto de la coadministración sistémica de minociclina y D-serina sobre la consolidación. 
Justo después (0 h) del final de la sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos, 
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administramos uno de los cuatro tratamientos: D-serina más minociclina, D-serina, 
minociclina o vehículo. Tras 24 horas, reemplazamos un objeto por otro nuevo, con la 
finalidad de examinar la MLP. Además, se comparó el efecto sobre la consolidación de 
la administración a distintos tiempos de D-serina (0, 2 o 4 horas post-entrenamiento) tras 
haber administrado minociclina justo después del entrenamiento. 
Experimento 5 
Efecto de la coadministración sistémica de minociclina y D-serina sobre la 
reconsolidación con novedad. Dos días después de la sesión de entrenamiento, 
administramos uno de los cuatro tratamientos: D-serina más minociclina, D-serina, 
minociclina o vehículo, justo después (0 h) de una sesión de reactivación, en la que 
reemplazamos un objeto del entrenamiento por otro nuevo. 24 horas más tarde, 
evaluamos la PR-MLP tras sustituir el objeto novedoso de la sesión de reactivación por 
otro nuevo. 
 III. 4 ESTUDIO DE LOS CAMBIOS BIOQUÍMICOS 
EN EL HIPOCAMPO TRAS UNA TAREA CONDUCTUAL 
DE EXPLORACIÓN DE OBJETOS 
Para estudiar los cambios moleculares que se producen en el hipocampo tras la 
exposición a nueva información, sometimos a los ratones a la libre exploración de un 
ambiente rico. En una caja rectangular (55 x 40 x 40 cm) de plástico con un color neutro, 
iluminada uniformemente, con la arena cubierta de serrín y con siete objetos diferentes 
en color, tamaño y forma, colocamos al ratón durante 15 minutos. Se trata de una tarea 
similar al entrenamiento de reconocimiento de objetos, pero los estímulos que recibe el 
animal son mayores, por lo que las modificaciones que se producen en el SNC podrían 
verse amplificadas. Con el propósito de analizar los cambios bioquímicos ocasionados 
durante el proceso de consolidación, desencadenado por la sesión de exploración, 
extrajimos tras perfusión intracardiaca los encéfalos de los ratones, repartidos en 
diferentes grupos, cada uno con un tiempo de sacrificio respecto al final de la sesión de 
ambiente rico: 0’5, 1, 3, 6 o 24 horas (Fig.III.2A). En algunos experimentos sólo hubo 
un tiempo de sacrificio: 1,5 horas post-exploración.  
Para el análisis de las modificaciones que tienen lugar en el hipocampo durante los 
procesos de consolidación y reconsolidación de la memoria de reconocimiento de 
objetos, empleamos un esquema procedimental similar. En el estudio de la consolidación, 
sometimos los ratones a una sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos 
como se describió anteriormente (dos objetos iguales, 15’). Al finalizar la sesión, se 
devolvieron a su caja de estabulación y tras 1,5 horas los sacrificamos para extirparles el 
encéfalo (Fig.III.2B). En el estudio de la reconsolidación, los ratones realizaron una 
sesión de entrenamiento como la anterior y fueron devueltos a la jaula de estabulación; 
48 horas después dividimos los animales en tres grupos, uno permaneció en la jaula, otro 
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lo sometimos a una sesión de reactivación sin novedad y el tercero a una sesión de 
reactivación con novedad. Tras 1,5 horas en las que los ratones permanecieron en su jaula 
de estabulación, sacrificamos los animales y le extrajimos el encéfalo (Fig.III.2C). En 
todos los diseños experimentales, un grupo de ratones permaneció sin estimular, en la 
caja de estabulación.  
Tras el aislamiento del tejido, analizamos la expresión génica de determinados 
marcadores en hipocampo disecado y/o el inmunomarcaje de células hipocampales en 
secciones de medio hemisferio previamente fijado. 
 
Figura III.2. Protocolos conductuales para el estudio de los cambios bioquímicos que se 
producen en el hipocampo durante el proceso de formación de memorias duraderas 
inducido por la exploración de un ambiente rico, una sesión de entrenamiento o una 
sesión de reactivación de reconocimiento de objetos.  
(A-C) Esquemas procedimentales para el análisis ulterior de las modificaciones que se originan 
en el encéfalo tras una tarea conductual (cada cruz indica el tiempo de sacrificio con respecto el 
final de la sesión). Tras la extracción del tejido, se analizó expresión génica y/o inmunomarcaje 
en el hipocampo. (A) Diagrama de extracción del encéfalo a diferentes tiempos durante el 
proceso de consolidación desencadenado por la exploración de un ambiente rico (AR). Una 
variante fue utilizada, con un solo tiempo de sacrificio, 1,5 h post-AR (no mostrado).                    
(B) Diagrama de extracción del encéfalo durante el proceso de consolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos inducido por una sesión de entrenamiento. (C) Diagrama de 
extracción del encéfalo durante el proceso de reconsolidación de la memoria de reconocimiento 
de objetos inducido por una sesión de reactivación. 
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III. 5 SACRIFICIO DE ANIMALES Y EXTRACCIÓN DEL 
ENCÉFALO 
Cuando la extracción de tejido no fue necesaria, sacrificamos los animales por dislocación 
cervical. Para extirpar el encéfalo, anestesiamos los ratones mediante suministro i.p. de 
una disolución de hidrato de cloral (Applichem) al 4% en solución salina autoclavada, a 
una dosis de 10 µL por gramo de masa corporal. Una vez el ratón estuvo completamente 
anestesiado, perfundimos de forma intracardiaca 40 mL de solución salina fría con una 
jeringa de 20 mL y una aguja de 22G de grosor. El escape de la sangre se produjo 
aplicando un corte en la aurícula derecha del corazón. Seguidamente, procedimos a la 
decapitación y aislamiento del encéfalo. Un hemisferio de cada animal se fijó para 
histología por inmersión en una solución de paraformaldehído (4% en solución salina) 
durante 48 horas a 4ºC. Para su crioprotección, tras retirar la solución de fijación, 
sumergimos el tejido en sacarosa (30% en PBS, Applichem) y lo mantuvimos a 4ºC hasta 
alcanzar el equilibrio. Por otro lado, disecamos el hipocampo del otro hemisferio y lo 
conservamos a -80ºC hasta el momento de su homogeneización para aislar el ARN. 
III. 6 CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE LA EXPRESIÓN 
GÉNICA 
III. 6.1 Extracción de ARN 
Aislamos el ARN de los hipocampos conservados a -80ºC mediante su homogeneización 
en un disociador (Gentle MACS Dissociator, Miltenyi Biotec) con un programa de 
extracción de ARN para tejido congelado. En primer lugar, tratamos los tubos de 
extracción con NaOH 0,1 M (Applichem) durante al menos 30 minutos, para degradar 
posibles restos de ácidos nucleicos. Tras retirar la disolución de NaOH, enjuagamos los 
tubos con agua (Milli-Q) autoclavada. Después de introducir cada hipocampo en su 
correspondiente tubo, vertimos 1 mL de tampón de extracción (Extraction Kit Easy- 
BlueTM; Intron Biotechnology) siguiendo la relación de 1 mL por cada 50-100 mg de 
tejido y procedimos a su homogeneización. El volumen del resto de reactivos se calculó 
en base a 1 mL de tampón de extracción. Una vez obtenido el homogenado añadimos 1 
µL de glucógeno (20 mg/mL, Thermo Scientific) para favorecer la posterior precipitación 
del pellet de ARN; además, agregamos 200 μL de triclorometano (Panreac Química 
S.A.U.). Durante 15 segundos, agitamos los tubos en un vórtex. Tras 10 minutos con las 
muestras en reposo, centrifugamos (12000 rpm, 4ºC, 15’) logrando una separación de 
fases. Transferimos la fase superior (acuosa) a un tubo eppendorf donde adicionamos 0,5 
mL de 2-propanol (Applichem). Mezclamos por inversión 2-3 veces y dejamos reposar 
las muestras (10’) a temperatura ambiente. A continuación, centrifugamos (12000 rpm, 
4ºC, 10’) y eliminamos el sobrenadante, quedándonos con el precipitado que corresponde 
al ARN. Lavamos el pellet con 1 mL de etanol (Applichem) al 75% en agua (Milli-Q) 
autoclavada. Tras invertir 2-3 veces centrifugamos (12000 rpm, 4ºC, 5’) y retiramos el 
alcohol. Añadimos etanol absoluto y mezclamos por inversión. Repetimos la 
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centrifugación y desechamos el etanol. Finalmente, secamos el pellet de ARN resultante 
bajo una lámpara y mediante una micropipeta lo resuspendimos en agua (Milli-Q) 
autoclavada, con un volumen variable (20-30 µL) en función del tamaño del precipitado. 
El ARN obtenido se conservó a -20ºC. 
III. 6.2 Cuantificación de ARN 
Haciendo uso de un espectrofotómetro (MaestroNano Spectrophotometer; MaestroGen 
Inc.) obtuvimos el valor de concentración de ARN (ng/µL) y la relación de absorbancias 
a 260 nm (ARN) y 280 nm (proteínas), indicadora del grado de pureza de cada una de 
nuestras muestras de ARN. Para la medición, realizamos el blanco con el agua que 
utilizamos al resuspender los precipitados de ARN. Posteriormente, cuantificamos cada 
muestra usando un volumen de 1,5 µL. 
III. 6.3 Retrotranscripción 
Para analizar la expresión génica se necesita previamente retrotranscribir el ARN 
purificado en ADN complementario (ADNc). Preparamos las reacciones para cada 
muestra de ARN, utilizando un tubo de kit comercial liofilizado (RevoScript Reverse 
Transcriptase PreMix Random Primer; iNtRON Biotechnology, INC.). Cada tubo 
incluye todos los componentes requeridos para la reacción (dNTPs, hexanucleótidos al 
azar o en inglés random primers, tampón, inhibidor de ARNasas y retrotranscriptasa). 
Conociendo la concentración de cada muestra, agregamos el volumen correspondiente 
para aportar 1 µg de ARN y completamos con agua estéril hasta alcanzar un volumen 
final de 20 µL. La reacción de retrotranscripción se realizó en un bloque térmico 
(BIOER) bajo las condiciones indicadas por el fabricante del kit: 1 hora a 50ºC (síntesis 
de ADNc) y 5 minutos a 95ºC (inactivación de la retrotranscriptasa). El ADNc obtenido 
se conservó a -20ºC. 
III. 6.4 Reacción en cadena de la polimerasa semicuantitativa 
La amplificación de distintos marcadores gliales y del gen constitutivo Actβ (β-actina) se 
llevó a cabo de manera independiente en un termociclador (T-gradient thermoblock, 
Biometra; Cultek S.L.) con 10 µL de Taq Green 2x (Thermo Scientific), 0,32 µL de cada 
cebador (25 µM), 1 µL del ADNc correspondiente y 8,36 µL de agua libre de nucleasas 
para completar un volumen final de 20 µL. Sólo en el caso del gen s100β empleamos 
tubos con Taq liofilizada (FastMix / FrencheTM, Intronbio), 0,32 μL de cada cebador, 
1μL de ADNc y 18,36 μL de agua sin nucleasas para alcanzar un volumen total de 20 µL. 
Las reacciones con Taq Green 2x se acometieron con el siguiente programa: 
desnaturalización inicial y activación de la Taq polimerasa (95ºC - 5’); n ciclos de 
amplificación (desnaturalización: 95ºC - 20’’; anillamiento a temperatura específica para 
cada gen: 30’’; extensión: 72ºC - 30’’); y extensión final 72ºC - 5’. 
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Para la amplificación de s100β con Taq FastMix se ejecutó este programa: 
desnaturalización inicial y activación de la Taq polimerasa (95ºC - 5’); n ciclos de 
amplificación (desnaturalización: 95ºC - 30’’; anillamiento: 62ºC - 40’’; extensión: 72ºC - 
1’); y extensión final (72ºC - 5’). 
Tomamos alícuotas del producto de PCR (del inglés, polymerase chain reaction) cada 5 ciclos 
de amplificación, desde el ciclo 20 al 40. Realizamos la cuantificación relativa en aquellas 
alícuotas donde la reacción no hubo alcanzado el estado de saturación. Mediante el 
término RT-PCR hacemos referencia a la suma de la retrotranscripción y la amplificación. 
En la tabla III.1 se muestra la información sobre las diferentes parejas de cebadores 
(Integrated DNA Technologies, IDT) empleadas.  
Tabla III.1. Cebadores utilizados en el análisis de expresión génica por PCR 
semicuantitativa. Incluye la sigla en inglés del gen, una breve descripción, las secuencias para 
los cebadores directo (en inglés: forward, F) y reverso (en inglés: reverse, R), la temperatura de 
anillamiento y el tamaño en pares de bases de la secuencia amplificada (pb). 
 
III. 6.5 Electroforesis de ADN 
El producto de PCR obtenido para cada muestra en los diferentes ciclos, se visualizó en 
un gel de agarosa mediante el siguiente protocolo de electroforesis:  
Preparamos una disolución a una concentración de agarosa (nzytech) adecuada al tamaño 
del fragmento amplificado (normalmente un 2%) disuelta en tampón TBE (Tris-Base 89 
mM, iNtRON Biotechnology; Ácido bórico 89 mM, Panreac Química S.A.U; EDTA 1 
mM pH 8, Applichem). La calentamos en un microondas hasta disolver la agarosa. 
Cuando cesó la emisión de vapores, añadimos bromuro de etidio (Serva GmbH) a una 
concentración final de 0,5 mM. Vertemos la solución en el molde de la cubeta, colocamos 
el peine para obtener los pocillos de carga y esperamos a que baje su temperatura para 
que polimerice. Retiramos el peine, transferimos el gel a la cubeta y lo cubrimos con 
tampón TBE. Cargamos las muestras (2,5 µL) en cada uno de los pocillos sin necesidad 
de añadir tampón de carga, ya que viene incluido en los kits de Taq polimerasa utilizados. 
En un pocillo cargamos un marcador de tamaño, para obtener bandas de tamaño 
conocido en un rango de 50 - 1500 pares de bases (FastRuler Low Range DNA Ladder, 
Thermo Scientific). Conectamos la cubeta a una fuente eléctrica con un voltaje constante, 
hasta que las muestras hayan migrado lo suficiente para detectar el tamaño del amplicón 
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por comparación con las bandas del marcador. De esta manera, verificamos la correcta 
amplificación del fragmento deseado. Para ver las bandas, expusimos el gel a luz 
ultravioleta mediante un transiluminador (Major Science) para que el bromuro de etidio 
intercalado en el ADN emitiera luz. La cantidad de luz emitida es proporcional a la 
cantidad de ADN. Para posterior análisis de la intensidad de las bandas en el ordenador, 
fotografiamos los geles con una cámara digital (Canon PowerShot G12). 
III. 6.6 Cuantificación relativa de ADN 
Utilizamos el programa libre ImageJ que nos permite medir la intensidad de cada banda al 
ejecutar la instrucción Analyze/Measure. Previamente en Analyze/Set Measurements 
marcamos la casilla Mean gray value. Descargamos ImageJ en la siguiente dirección web: 
https://imagej.nih.gov/ij/. 
Para cada muestra, tomamos el valor de densitometría óptica de la banda con respecto al 
valor del fondo. El número obtenido es proporcional a la cantidad de ARNm transcrito 
para el gen amplificado. Por último, relativizamos los niveles de expresión con respecto 
al valor obtenido para el gen de expresión constitutiva Actβ. 
III. 7 HISTOLOGÍA 
Con un microtomo de congelación (Leica SM 2000R, Leica Microsystems) cortamos el 
hemisferio de cada ratón, ya fijado y crioprotegido, en secciones coronales de 50 µm de 
grosor que repartimos en 6 series en placas multipocillos (4 filas de 6 pocillos por placa). 
Previamente, rellenamos las placas con solución anticongelante preparada con 30% de 
glicerina, 30% de etilenglicol, 20% de tampón fosfato (PB2x: Na2HPO4 dodecahidratado 
0,16 M, Applichem, y NaH2PO4 dihidratado 0,04 M, Panreac, en agua destilada) y 20% 
de agua destilada. Los cortes se conservaron a -20ºC hasta su posterior uso en alguno de 
los siguientes protocolos: 
III. 7.1 Tinción de Nissl 
Esta técnica que revela detalles citológicos y citoarquitectónicos, a través del marcaje de 
los ácidos nucleicos de todas las células (núcleos de neuronas y células gliales) y la 
sustancia de Nissl (ribosomas libres y asociados a membrana), se utilizó para comprobar 
la correcta colocación bilateral de las cánulas-guía sobre el hipocampo. El protocolo 
consta de los siguientes pasos:  
Tras la eliminación del anticongelante con tampón fosfato salino (PBS: solución de PB 
0,01 M y NaCl 0,15 M en agua), montamos los cortes en portaobjetos previamente 
gelatinizados con una solución de montaje (0,5% de gelatina, Panreac Química S.A.U. y 
25% de etanol en agua). Tras dejarlos secar al menos 24 horas, sumergimos los 
portaobjetos durante 40 segundos en azul de toluidina al 0,1% en tampón acético-acetato 
a pH ácido (3-4). Posteriormente, hicimos dos lavados de 1 minuto en agua destilada. 
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Para la deshidratación de los cortes, sometimos los portaobjetos a una batería de 
alcoholes de concentración creciente: 70% etanol (Applichem) en agua destilada (1’), 90% 
etanol en agua destilada (1’) y etanol absoluto (1’). Aclaramos los cortes en xilol (1’) y 
cubrimos cada portaobjetos con DPX (Sigma-Aldrich) y un cubreobjetos. Tras varios 
días de secado, retiramos el exceso de DPX con una cuchilla y limpiamos con etanol al 
70%. Las preparaciones se conservaron a temperatura ambiente hasta ser fotografiadas. 
III. 7.2 Inmunohistoquímica 
Esta técnica se utiliza para estudios precisos de morfología, localización y expresión de 
antígenos. Gracias a la unión específica de un anticuerpo con su antígeno, podemos 
marcar moléculas concretas presentes en las células, identificando tales uniones mediante 
un anticuerpo secundario, que en presencia de un sustrato produce una reacción química, 
causante de una coloración visible.  
Empleamos el siguiente protocolo para cortes flotantes en agitación: eliminamos el 
anticongelante mediante 3 lavados en PBS de 5 minutos cada uno (3 veces, 5’). 
Permeabilizamos el tejido con 3 inmersiones de 8 minutos en Tritón X-100 al 0,5% en 
PBS (PBS-T, Panreac Química S.A.U.). Eliminamos el detergente con PBS (2 veces, 8’). 
Para la inactivación de la peroxidasa endógena, se incubaron los cortes (20’) en una 
solución con un 25% de agua destilada, 25% de PB2x, 50% de etanol absoluto y 1,66% 
de H2O2. Posteriormente, lavamos con PBS (2 veces, 10’) y equilibramos el tejido con 
PBS-T (2 veces, 10’). Para evitar uniones inespecíficas del anticuerpo primario, se 
incubaron los cortes (1 h) con una solución de bloqueo: 10% de gelatina (Panreac 
Química S.A.U) y 10% de suero fetal bovino (PAA Laboratories GMBH) en PBS-T.  
Durante 30 minutos en agitación a temperatura ambiente y durante al menos 12 horas a 
4ºC, incubamos los cortes con el correspondiente anticuerpo primario a la dilución 
adecuada (Tabla III.2) en una solución con un 10% de gelatina y 3% de suero fetal 
bovino en PBS-T. Tras 30 minutos a temperatura ambiente, eliminamos el exceso de 
anticuerpo primario por inmersión en PBS-T (4 veces, 10’). Acto seguido, incubamos las 
muestras (1 h) con el anticuerpo secundario acoplado a biotina a una dilución 1:500, en 
una solución con un 10% de gelatina y 3% de suero fetal bovino en PBS-T. Retiramos el 
exceso de anticuerpo secundario lavando con PBS-T (3 veces, 8’) y eliminamos el 
detergente con PBS (3 veces, 5’).  
Para amplificar la reacción de la peroxidasa, incubamos los cortes con una solución 
avidina-estreptavidina-peroxidasa (kit comercial ABC, Vector Laboratories Inc.) durante 
1 hora. Por recomendación del fabricante, preparamos la solución al menos 20 minutos 
antes de usarla, en una proporción 3:3 (µL) de los reactivos A y B por mililitro de PBS. 
Lavamos el exceso con PBS-T (3 veces, 8’) y eliminamos el detergente con PBS (3 veces, 
5’). Revelamos el marcaje por inmersión de los cortes en solución de revelado; para c-
Fos: 16,6 µL de solución de diaminobencidina (DAB, 30 mg/mL, Sigma-Aldrich) y 0,3 
µL de H2O2 por cada mililitro de PBS, más 0,1% de sulfato de níquel. Para el antígeno 
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EGR-1, disolvimos una pastilla de DAB y otra de urea de un kit comercial 
(SIGMAFAST, Sigma) por cada 15 mL de agua destilada. Además, para intensificar el 
marcaje añadimos un 0,1% de sulfato de níquel. Transcurrido el tiempo preciso para 
obtener la coloración, interrumpimos la reacción mediante lavados con PBS (4-5 veces). 
La solución de revelado sobrante se inactivó con lejía antes de desecharla.  
Montamos los cortes en portaobjetos tras inmersión en solución de montaje. Después 
del secado de al menos 24 horas, sumergimos cada portaobjetos en xilol (5’) y los 
cubrimos con DPX y un cubreobjetos. Tras varios días de secado, retiramos el DPX 
sobrante con una cuchilla y limpiamos las preparaciones con etanol al 70% en agua. Las 
muestras se conservaron a temperatura ambiente. 
Tabla III.2. Anticuerpos empleados en inmunohistoquímica. Incluye la sigla en inglés del 
antígeno, una breve descripción, la dilución empleada de los anticuerpos, su huésped de 
generación, la casa comercial y su referencia. 
 
III. 7.3 Inmunofluorescencia 
Esta técnica nos permite el marcaje de un antígeno concreto presente en el tejido, gracias 
a la unión específica de un anticuerpo y a la detección de la unión con un anticuerpo 
acoplado a fluoresceína. Mediante la exposición del tejido a una longitud de onda de 488 
nm, la fluoresceína se excita y exhibe fluorescencia en los sitios de unión anticuerpo-
antígeno. 
Para el marcaje de los astrocitos GFAP+ desarrollamos el siguiente protocolo sobre 
cortes flotantes en agitación (modificado de Ruiz et al., 2011): 
Eliminamos el anticongelante con tres lavados en PBS de 1 minuto cada uno (3 veces, 
1’). Durante 1 hora sumergimos los cortes con tritón X-100 al 1% en PBS (PBS-T 1%, 
Applichem) para permeabilizar el tejido. Con la finalidad de evitar uniones inespecíficas 
del anticuerpo primario, incubamos 1 hora con solución de bloqueo: 5% de seroalbúmina 
bovina (sigla en inglés: BSA, Sigma-Aldrich) en PBS-T 1%. Durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y luego 12 horas a 4ºC, incubamos los cortes con el anticuerpo 
primario anti-GFAP (1:1000, Tabla III.3) diluido en 1% BSA disuelto en PBS-T 1%. 
Tras 30 minutos a temperatura ambiente, retiramos el exceso de anticuerpo con PBS-T 
al 0,1% (6 veces, 10’). Durante 1 hora incubamos con el anticuerpo secundario biotinilado 
(1:500, Vector) en PBS-T 0,1% y BSA 1%. Tras seis lavados de 10 minutos con PBS-T 
0,1%, incubamos durante 1 hora con fluoresceína-estreptavidina (1:400, BD) en PBS-T 
0,1%. Después de tres inmersiones en PBS-T 0,1%, montamos los cortes en un 
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portaobjetos con glicerol 50% en agua (Panreac Química S.A.U.). Cubrimos cada 
portaobjetos, sellando el cubreobjetos con laca de uñas. Para evitar la pérdida de 
fluorescencia de las muestras, las preparaciones se conservaron a 4ºC en ausencia de luz. 
Tabla III.3. Anticuerpos empleados en inmunofluorescencia. Incluye la sigla en inglés del 
antígeno, una breve descripción, la dilución empleada de los anticuerpos, su huésped de 
generación, la casa comercial y su referencia. 
 
III. 7.4 Captura y análisis de imagen 
Mediante una cámara Leica DC500 acoplada a un microscopio óptico Leica DMRB RFY 
HC fotografiamos las preparaciones de inmunohistoquímica (IHQ); mientras que las 
imágenes de las preparaciones de inmunofluorescencia (IF), las tomamos con un 
microscopio confocal de fluorescencia Leica SPE DM 2500. 
El análisis de las imágenes de IHQ se realizó con el programa libre ImageJ mientras que 
las fotografías de IF se analizaron con su variante Fiji, por su mayor compatibilidad con 
el formato de archivo de las imágenes de IF. Ambos programas están disponibles en la 
red: http://imagej.net/Downloads. 
El número de células c-Fos+ en la capa granular del giro dentado y en el stratum pyramidale 
de CA3 y CA1 se contabilizó con la instrucción Analyze/Analyze particles, restringiendo 
los parámetros de circularidad entre 0,6 y 1. Previamente utilizamos las herramientas 
Process/Filters/Mean, Image/Adjust/Threshold para resaltar las células marcadas del resto de 
la imagen y delimitamos las células adheridas entre sí para poder distinguirlas mediante 
Process/Binary/Convert to Mask, Process/Binary/Fill Holes, Process/Binary/Watershed. Con 
objeto de contener en una sola imagen la capa granular completa del giro dentado, 
efectuamos un barrido fotográfico sobre la región y fusionamos el conjunto de imágenes 
con el programa Photoshop (Archivo/Automatizar/Photomerge). 
Para medir el área de las células microgliales EGR-1+ en el stratum radiatum de CA1, 
delimitamos manualmente cada célula con la herramienta polygon selections y ejecutamos la 
instrucción Analyze/Measure, que nos devuelve el área y los parámetros que estén 
seleccionados en Analyze/Set Measurements. Además, contabilizamos el número de células 
microgliales cuyos tamaños estaban comprendidos en diferentes intervalos de áreas, y lo 
dividimos por el número total de microglía inmunomarcada para hallar el porcentaje de 
microglía EGR-1+ en cada intervalo (frecuencia relativa). La comparación de la 
proporción de células en cada intervalo de área entre ratones no estimulados y animales 
sometidos a una sesión comportamental (p.e. entrenamiento), nos dio una idea 
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aproximada sobre el porcentaje de microglía que varía de tamaño en respuesta a la 
conducta. 
En el microscopio confocal, tomamos fotografías del stratum radiatum de CA1 en 
diferentes planos de profundidad (16 secciones separadas por 2 µm). Para medir el área 
de los astrocitos GFAP+, agrupamos las diferentes secciones en una proyección máxima, 
delimitamos manualmente cada célula con la herramienta polygon selections y ejecutamos la 
instrucción Analyze/Measure que nos devuelve el valor del área. 
III. 8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Analizamos los datos obtenidos mediante el complemento inerSTAT-a v1.3 (Mario H. 
Vargas) para el programa Microsoft Excel en el sistema operativo Windows XP. Los datos 
son expresados como la media ± error estándar de la media. Para comparar la media 
entre dos grupos utilizamos el test de la t de Student para datos no emparejados. Para 
comparar más de dos medias, empleamos el ANOVA de una vía y en caso de rechazo de 
la hipótesis nula, utilizamos el test de la t de Student para cada par de grupos. 
Consideramos que la diferencia entre medias es significativa cuando el valor de p obtenido 
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IV. 1 ESTUDIO DE LOS CAMBIOS DE LA MICROGLÍA EN 
EL HIPOCAMPO TRAS LA EXPLORACIÓN DE NUEVA 
INFORMACIÓN 
IV. 1.1 Análisis de la expresión génica en el hipocampo del marcador 
microglial iba1 a diferentes tiempos tras la exposición a un ambiente 
rico 
La formación de memorias duraderas requiere de cambios transcripcionales para que la 
información perdure (Abel y Lattal, 2001; Alberini y Kandel, 2015). Estas modificaciones 
en la expresión han sido ampliamente estudiadas en las neuronas. Con el objetivo de 
conocer si la activación del sistema nervioso debido a la exploración de un ambiente rico 
afecta a la expresión génica en microglía, analizamos la transcripción de iba1, un gen de 
expresión específica microglial en el SNC (Ito et al., 1998), cuya sobreexpresión está 
asociada con la activación microglial (Mori et al., 2000; Ohsawa et al., 2000; Ito et al., 
2001). Así que, sacrificamos los ratones a diferentes tiempos tras una sesión de 
exploración de un ambiente rico, aislamos el hipocampo y extrajimos el ARN total. El 
análisis de la expresión de iba1 por RT-PCR semicuantitativa, reflejó un incremento 
significativo de la expresión entre las 1 y 3 horas post-exploración respecto a los ratones 
que permanecieron en la jaula de estabulación (grupo NAR; F (5, 23) = 6,71, p < 0,001; 
para 1 h: [t (7) = 2,98, p = 0,018], y para 3 h: [t (7) = 2,31, p = 0,049]; Fig.IV.1).  
 
Figura IV.1. La exploración de un ambiente novedoso aumenta la expresión del 
marcador microglial iba1 en el hipocampo.  
El diagrama muestra los tiempos a los que se sacrificaron los ratones (indicados con una cruz) 
con respecto al final de la exploración de un ambiente rico (AR). La gráfica representa los niveles 
de expresión de iba1 obtenidos por RT-PCR semicuantitativa. Los grupos de exploración 
(columnas azules) están relativizados con respecto al grupo no estimulado (NAR, columna 
negra), el cual recibe el valor 1. N = 4 y 5 ratones para el grupo NAR y el resto de grupos 




IV. 1.2 Análisis del área de células microgliales en el hipocampo tras 
la exposición a un ambiente rico en presencia y ausencia de 
minociclina 
El aumento de tamaño celular de la microglía sugiere cambios en su actividad (Vega-
Avelaira et al., 2013; Zhang et al., 2016). Para comprobar si durante la formación de 
memorias duraderas se producen variaciones en la actividad microglial, cuantificamos el 
tamaño de las células microgliales en el stratum radiatum de la región CA1 del hipocampo, 
tras la exploración de un ambiente rico. En base a los tiempos de mayor expresión de 
iba1, sacrificamos los ratones 1,5 horas después del final de la sesión de exploración y 
realizamos una inmunohistoquímica (IHQ) para la proteína EGR-1 en secciones 
cerebrales que contenían hipocampo dorsal. Aunque EGR-1 es un factor de transcripción 
expresado en neuronas en respuesta a cambios de actividad, se ha descrito su presencia 
en microglía durante la edad adulta (Butovsky et al., 2014; Matcovitch-Natan et al., 2016) 
(Fig.IV.2A). El promedio del área celular microglial en los animales que exploraron un 
AR fue superior al del grupo de ratones que permaneció en la jaula de estabulación 
(áreaVeh-AR = 0,0446±0,0008 frente al áreaVeh-NAR = 0,0398±0,0016 unidades arbitrarias 
(U.A.), [t (8) = 2,32, p = 0,045]; Fig.IV.2B). Además, con el propósito de conocer si la 
administración sistémica de minociclina, un conocido inhibidor de la activación 
microglial (Yrjänheikki et al., 1998; Tikka et al., 2001; Blum et al., 2004; Stirling et al., 
2005; Familian et al., 2006; Griffin et al., 2006; Seabrook et al., 2006; Suzuki et al., 2010; 
Yoon et al., 2012; Ueno et al., 2013; Alcocer-Gómez et al., 2016), provoca alguna 
alteración con respecto al grupo tratado con vehículo, se suministró minociclina o 
vehículo justo después de la exploración (diagrama en Fig.IV.2B). La administración de 
minociclina impidió el aumento de tamaño en respuesta a la exploración de objetos 
(áreaVeh-AR = 0,0446±0,0008 frente al áreaMino-AR = 0,0376±0,0013 U.A., [t (7) = 4,38, p = 
0,001]; Fig.IV.2B). La representación de la frecuencia relativa acumulada de células 
microgliales para diferentes intervalos de área mostró en ratones tratados con vehículo 
un pequeño desplazamiento de la curva hacia áreas mayores en respuesta a la sesión de 
AR, lo que sugiere que sólo un pequeño porcentaje de la microglía aumentó de tamaño 
o se activó (Fig.IV.2C). En concreto, un 19,78% de células ubicadas en el intervalo [0-
0,04) se desplazó hacia un intervalo de áreas superiores, [0,04-0,1), en respuesta a la 
exploración. Por el contrario, la administración de minociclina bloqueó el 
desplazamiento, confirmando la acción inhibidora del fármaco sobre la activación de la 
microglía. Es más, en ratones tratados con minociclina, un 10,13% de células ubicadas 
en el intervalo [0,04-0,08) fueron desplazadas a un intervalo de área menor, (0-0,04), tras 
la exploración del AR. De modo que, en los ratones estimulados, aquellos que fueron 
tratados con minociclina presentaron un 28,22% menos de células en el intervalo de 
mayor área, [0,04-0,1), respecto a los ratones administrados con vehículo. 




Figura IV.2. La exploración de un ambiente novedoso produce un incremento en el área 
microglial en CA1, que es bloqueado por la administración de minociclina. 
(A) La microfotografía muestra el marcaje de EGR-1 en la región CA1 del hipocampo, donde se 
distinguen dos poblaciones de células EGR-1+: neuronas del stratum pyramidale (flecha blanca) y 
microglía del stratum radiatum (flecha negra). (B) El esquema muestra el tiempo en el que se 
sacrificaron los ratones (indicado con una cruz) con respecto al final de la exploración de un 
ambiente rico (AR). La gráfica representa el área promedio de células microgliales EGR-1+ en 
unidades arbitrarias (U.A.) en la región CA1 del hipocampo para ratones expuestos a AR o no 
(NAR), en ambos grupos farmacológicos indicados al pie de la gráfica. (C) Porcentaje acumulado 
del número de células microgliales EGR-1+ respecto al total en los distintos intervalos de área 
celular. N = al menos 4 ratones, dos cortes por animal. * Comparación estadística con respecto 
al grupo NAR dentro de un mismo grupo farmacológico. + Comparación estadística entre 
animales expuestos a un AR de diferentes grupos farmacológicos. Un símbolo: p < 0,05, dos 




IV. 2 PAPEL DE LA MICROGLÍA EN LA ADQUISICIÓN Y 
FORMACIÓN DE LA MEMORIA DURADERA DE 
RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 2.1 Análisis de la adquisición y formación de la memoria duradera 
tras la administración sistémica de minociclina justo después de la 
sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos 
El aprendizaje y la consolidación pueden considerarse procesos secuenciales: primero se 
adquiere la información para posteriormente almacenarla. Para establecer la posible 
participación de la microglía en los procesos de aprendizaje y memoria se utilizó un 
paradigma de conducta que depende del hipocampo: el reconocimiento de objetos 
(Cohen et al., 2013; Cohen y Stackman Jr., 2015). Comprobado el efecto de la minociclina 
como inhibidor de la activación microglial (Fig.IV.2), administramos el fármaco 
sistémicamente justo después de acabar una sesión de exploración con dos objetos 
idénticos (entrenamiento). El test de memoria a corto plazo (MCP), señal de aprendizaje, 
se realizó 1 hora después de la sesión de entrenamiento (diagrama en Fig.IV.3A), 
mientras que el test de memoria a largo plazo (MLP) se ejecutó 24 horas después del 
entrenamiento (diagrama en Fig.IV.3B). Ambos grupos farmacológicos (vehículo y 
minociclina) presentaron en la sesión de entrenamiento índices de discriminación (ID) 
cercanos a cero (ID = 0,02±0,03 y -0,02±0,02 para ratones tratados con vehículo y 
minociclina respectivamente; Fig.IV.3A), reflejo de una exploración equitativa de ambos 
objetos. En cambio, en el test de MCP, ambos grupos exhibieron preferencia por el 
objeto novedoso (ID = 0,14±0,02 y 0,16±0,03 para ratones tratados con vehículo y 
minociclina respectivamente) con índices significativamente superiores respecto a los del 
entrenamiento ([t (8)ENT-MCP = 3,39, p = 0,008]Veh; [t (8)ENT-MCP = 4,47, p = 0,002]Mino). 
La comparación entre ambos grupos farmacológicos no reveló diferencias significativas 
(Fig.IV.3A). 
Cuando evaluamos la formación de memoria duradera en el test de MLP, la 
administración de minociclina justo después del entrenamiento provocó que los ratones 
tuvieran bajos índices de discriminación comparado con los ratones a los que inyectamos 
vehículo (ID = 0,25±0,04 y 0,01±0,05 para los ratones tratados con vehículo y 
minociclina respectivamente, [t (17) = 3,36, p = 0,003]; Fig.IV.3B). 




Figura IV.3. La administración sistémica de minociclina tras el entrenamiento afecta a 
la formación de la memoria duradera sin afectar a la adquisición de información. 
(A) Diagrama procedimental y representación gráfica del índice de discriminación (ID) en la 
sesión de entrenamiento (ENT) y el test de memoria a corto plazo (MCP) en ratones tratados 
con minociclina (Mino) o vehículo (Veh) al acabar el entrenamiento. (B) Diagrama procedimental 
y gráfica del ID en la sesión de entrenamiento y el test de memoria a largo plazo (MLP) en ratones 
tratados con minociclina o vehículo al acabar el entrenamiento. En todos los casos, N = al menos 
5 ratones en cada tratamiento. En cada esquema procedimental, las letras A y B simbolizan los 
diferentes objetos utilizados. * Comparación del test con respecto a la sesión de entrenamiento 
para un mismo grupo farmacológico. + Comparación entre grupos farmacológicos para una 
misma sesión. Dos símbolos: p < 0,01; tres símbolos: p < 0,001. 
IV. 2.2 Determinación de la demanda temporal de la actividad 
microglial en la formación de la memoria duradera de reconocimiento 
de objetos 
Para determinar cuando la activación microglial es necesaria para la formación de 
memorias duraderas, administramos minociclina a distintos tiempos tras el 
entrenamiento (justo después, 2 o 6 horas después del entrenamiento) y comparamos el 
efecto con respecto a los ratones a los que inyectamos vehículo (diagrama en Fig.IV.4). 
El tratamiento con minociclina disminuyó significativamente la formación de la memoria 
duradera, sólo cuando la administramos a 0 o 2 horas tras el entrenamiento (p.e. para la 
administración a las 2 horas, los ID son 0,25±0,05 y -0,03±0,05, correspondientes a 
ratones tratados con vehículo y minociclina respectivamente, [t (12) = 3,91, p = 0,002]). 
Por el contrario, el suministro de minociclina a las 6 horas no alteró la formación de 
memorias duraderas (ID = 0,22±0,06 y 0,21±0,06 para ratones tratados con vehículo y 





Figura IV.4. La administración sistémica de minociclina afecta a la formación de la 
memoria duradera al menos en las 2 horas siguientes a la sesión de entrenamiento. 
Diagrama procedimental. Cada jeringa indica los diferentes tiempos de administración de 
minociclina o vehículo tras el final de la sesión de entrenamiento (ENT). Las letras A y B 
simbolizan los diferentes objetos utilizados. La gráfica representa el índice de discriminación (ID) 
en el test de memoria a largo plazo (MLP) en ambos grupos farmacológicos. N = al menos 4 
ratones por tiempo de administración en cada tratamiento. * Comparación estadística del test de 
MLP con respecto a la sesión de entrenamiento (IDs no mostrados) para un mismo tiempo de 
administración y grupo farmacológico. + Comparación del test de MLP entre grupos 
farmacológicos para un mismo tiempo de administración. Dos símbolos: p < 0,01, tres símbolos: 
p < 0,001. 
IV. 2.3 Análisis de la adquisición y formación de la memoria duradera 
tras la administración intrahipocampal de minociclina justo después 
de la sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos 
Dado que el hipocampo es un área relevante para la correcta ejecución del paradigma de 
reconocimiento de objetos (Cohen et al., 2013; Cohen y Stackman Jr., 2015), y puesto 
que la exploración de información novedosa modifica el estado activo de la microglía 
hipocampal, medido como un incremento de la expresión de iba1 (Fig.IV.1) y del tamaño 
celular (Fig.IV.2), quisimos averiguar si la inhibición de la activación de la microglía del 
hipocampo reproduce los efectos de la administración sistémica de minociclina. Para ello, 
colocamos cánulas-guía sobre el hipocampo dorsal (Fig.IV.5A) y administramos 
minociclina o vehículo justo después de la sesión de entrenamiento (diagrama en 
Fig.IV.5B). Mientras que la inyección intrahipocampal de vehículo no afectó a los 
procesos de aprendizaje y memoria (IDENT = -0,01±0,03, IDMCP = 0,21±0,07 y IDMLP = 
0,22±0,09, [t (5)ENT-MCP = 3,20, p = 0,02], [t (6)ENT-MLP = 2,46, p = 0,04]), la 
administración local de minociclina bloqueó la formación de memoria duradera sin alterar 
la adquisición de información (IDENT = -0,02±0,04, IDMCP = 0,29±0,09 y IDMLP = 
0,03±0,04, [t (5)ENT-MCP = 3,49, p = 0,01], [t (6)ENT-MLP = 0,84, p = 0,43]; Fig.IV.5B). 




Figura IV.5. La administración local de minociclina en el hipocampo afecta a la 
formación de la memoria duradera sin afectar a la adquisición de información. 
(A) Imagen representativa de la sección coronal de encéfalo de ratón a la altura anteroposterior 
media en la que se aplicó el fármaco (asteriscos) bilateralmente, mediante cánulas 
intrahipocampales. Modificado del atlas anatómico (Paxinos y Franklin, 2001). (B) Diagrama 
procedimental y representación gráfica del índice de discriminación (ID) en la sesión de 
entrenamiento (ENT) y los test de memoria a corto y largo plazo (MCP y MLP respectivamente) 
en ratones tratados localmente con minociclina (Mino) o vehículo (Veh) al acabar el 
entrenamiento. N = 4 ratones en cada tratamiento. En el esquema procedimental, las letras A, B 
y C simbolizan los diferentes objetos utilizados. * Comparación estadística de los test de MCP y 
MLP con respecto a la sesión de entrenamiento para un mismo grupo farmacológico. * p < 0,05.  
IV. 3 PAPEL DE LA MICROGLÍA EN LA 
RECONSOLIDACIÓN DE MEMORIAS DE 
RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 3.1 Análisis de la reconsolidación de la memoria tras la 
administración sistémica de minociclina justo después de la sesión de 
reactivación sin novedad de reconocimiento de objetos  
La consolidación y la reconsolidación son procesos con características compartidas pero 
presentan ciertas diferencias (Alberini, 2005), por lo que quisimos determinar si la 
inhibición de la activación microglial con minociclina provoca sobre la reconsolidación 




Para ello, dos días después del entrenamiento, sometimos los ratones a una sesión de 
reactivación de 10 minutos con los mismos objetos utilizados en el entrenamiento (RA 
sin novedad). Tras su finalización, les inyectamos minociclina o vehículo. Al día siguiente, 
evaluamos la reconsolidación en un test post-reactivación de MLP (PR-MLP) donde 
sustituimos un objeto familiar por uno nuevo (diagrama en Fig.IV.6A). Como control 
del efecto de la sesión de reactivación, un grupo de ratones no fue reactivado (diagrama 
en Fig.IV.6B). Los resultados fueron parejos en ambos grupos farmacológicos 
reactivados: tiempos de exploración similares para ambos objetos en las sesiones de ENT 
y RA (IDVeh-ENT = -0,01±0,03, IDVeh-RA = -0,04±0,03; IDMino-ENT = -0,04±0,03, IDMino-RA 
= 0,03±0,04), y preferencia por el objeto nuevo en el test de PR-MLP (IDVeh-PRMLP = 
0,21±0,04, [t (29)ENT-PRMLP = 4,32, p < 0,001]Veh; IDMino-PRMLP = 0,25±0,05, [t (25)ENT-
PRMLP = 5,62, p < 0,001]Mino; Fig.IV.6A). La ausencia de reactivación no causó diferencias 
entre ambos grupos (Fig.IV.6B), lo que sugiere que la administración de minociclina 48 
horas post-entrenamiento no tiene efecto sobre la formación de memorias duraderas en 
presencia o ausencia de la sesión de reactivación sin novedad. 
 
Figura IV.6. La administración sistémica de minociclina tras la reactivación sin novedad 
no afecta a la reconsolidación. 
(A) Diagrama procedimental y gráfica del índice de discriminación (ID) en las sesiones de 
entrenamiento (ENT), reactivación (RA) y test post-reactivación de memoria a largo plazo (PR-
MLP), en ratones tratados con minociclina (Mino) o vehículo (Veh) al acabar la RA. (B) 
Diagrama procedimental y gráfica del ID en el entrenamiento y el test de MLP para ratones no 
reactivados, tratados con minociclina o vehículo 48 horas después del entrenamiento. En todos 
los casos, N = al menos 8 ratones en cada tratamiento. En cada esquema procedimental, las letras 
A y C simbolizan los diferentes objetos utilizados. * Comparación estadística de la RA y el test 
con respecto a la sesión de entrenamiento dentro de un mismo grupo farmacológico o 
significación entre el test y la sesión de RA (línea discontinua). ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
   IV. Resultados 
77 
 
IV. 3.2 Análisis de la reconsolidación de la memoria tras la 
administración sistémica de minociclina justo después de la sesión de 
reactivación con novedad de reconocimiento de objetos  
Es conocido el papel de la reconsolidación en la incorporación de nueva información 
sobre una memoria previamente consolidada (Alberini, 2005; Lee, 2010). Para comprobar 
si la minociclina afecta a la actualización de las memorias, reprodujimos el experimento 
anterior, reemplazando un objeto familiar por uno nuevo en la sesión de reactivación 
(diagrama en Fig.IV.7A). 
En las sesiones previas a la administración (entrenamiento y reactivación), como era de 
esperar, no hubo diferencias entre ambos grupos farmacológicos, vehículo y minociclina 
(IDVeh-ENT = -0,04±0,04, IDVeh-RA = 0,24±0,05, [t (16) = 4,37, p < 0,001]; IDMino-ENT =    
-0,08±0,03, IDMino-RA = 0,22±0,06, [t (15) = 4, p < 0,001]; Fig.IV.7A). Sin embargo, la 
administración de minociclina al finalizar la sesión de reactivación generó índices 
significativamente más bajos en el test de PR-MLP con respecto al grupo tratado con 
vehículo (IDVeh-PRMLP = 0,22±0,04, IDMino-PRMLP = 0±0,06, [t (16) = 3,12, p = 0,007]; 
Fig.IV.7A). 
Un grupo de ratones fue sometido al mismo protocolo pero eliminando la sesión de 
reactivación (diagrama en Fig.IV.7B). En este nuevo diseño experimental, la 
administración de minociclina 2 días después del entrenamiento no perjudicó a la 
formación de la MLP respecto al grupo tratado con vehículo (IDVeh-MLP = 0,26±0,06, 
IDMino-MLP = 0,21±0,04, [t (13) = 0,55, p = 0,59]), lo que sugiere que la sesión de RA con 
novedad es requerida para la inhibición de la formación de la memoria duradera causada 
por el suministro de minociclina 48 horas tras el entrenamiento (Fig.IV.7B). 
Para determinar si la sesión de reactivación con novedad desencadena un nuevo 
almacenamiento de información, reprodujimos el experimento inicial pero con un test 
distinto de PR-MLP en el que utilizamos un objeto nuevo y el objeto novedoso de la 
reactivación, ahora familiar (diagrama en Fig.IV.7C). Utilizando este protocolo, los 
ratones a los que administramos vehículo exhibieron preferencia por el objeto nuevo 
tanto en la sesión de reactivación como en el test de PR-MLP (IDVeh-ENT = -0,05±0,05, 
IDVeh-RA = 0,27±0,07 y IDVeh-PRMLP = 0,18±0,04, [t (13)ENT-RA = 3,74, p = 0,002], [t 
(10)ENT-PRMLP = 2,77, p = 0,02]). En cambio, la administración de minociclina al finalizar 
la sesión de reactivación provocó un detrimento sobre la reconsolidación, mostrando un 
índice significativamente inferior con respecto al control (IDVeh-PRMLP = 0,18±0,04, 
IDMino-PRMLP = -0,04±0,03, [t (8) = 4,47, p < 0,001]; Fig.IV.7C). Al eliminar la sesión de 
reactivación con novedad, ambos objetos del test resultan desconocidos por lo que 
fueron explorados equitativamente, sin distinción entre grupos farmacológicos (IDVeh-
MLP = -0,09±0,03, IDMino-MLP = -0,09±0,06, [t (9) = 0,01, p = 0,99]; Fig.IV.7D). De modo 
que, la administración de minociclina 48 horas después del entrenamiento sólo tuvo 






Figura IV.7. La administración sistémica de minociclina tras la reactivación con novedad 
afecta a la reconsolidación. 
(A) Diagrama procedimental y gráfica del índice de discriminación (ID) en las sesiones de 
entrenamiento (ENT), reactivación (RA) con novedad y test post-reactivación de memoria a 
largo plazo (PR-MLP), en ratones tratados con minociclina (Mino) o vehículo (Veh) al acabar la 
RA. Las sesiones de ENT, RA y PR-MLP comparten un mismo objeto: A. (B) Diagrama 
procedimental y gráfica del ID en las distintas sesiones, en ausencia de RA para el caso anterior. 
(C) Diagrama procedimental y gráfica del ID en las sesiones de ENT, RA con novedad y PR-
MLP, en ratones tratados con Mino o Veh al acabar la RA. El objeto novedoso en la RA, B, es 
el objeto familiar en el test de PR-MLP. (D) Diagrama procedimental y gráfica del ID en las 
distintas sesiones, en ausencia de RA para el caso anterior. En todos los casos, N = al menos 4 
ratones en cada tratamiento. En cada esquema procedimental las letras A, B y C simbolizan los 
diferentes objetos utilizados. Se administró Mino o Veh justo al finalizar la sesión de RA (paneles 
A y C) o 48 h después del entrenamiento cuando no hubo RA (paneles B y D). * Comparación 
estadística de la RA y el test con respecto al entrenamiento dentro de un mismo grupo 
farmacológico o significación entre el test y la sesión de RA (línea discontinua). + Comparación 
estadística entre grupos farmacológicos para una misma sesión. Un símbolo: p < 0,05, dos 
símbolos: p < 0,01, tres símbolos: p < 0,001. 
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IV. 4 EFECTO DE LA MINOCICLINA SOBRE LA 
ACTIVACIÓN NEURONAL EN EL HIPOCAMPO 
DURANTE LA CONSOLIDACIÓN DE LA MEMORIA DE 
RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 4.1 Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre la 
expresión de c-Fos durante la consolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos 
Las proteínas codificadas por genes de expresión neuronal inmediata temprana están 
vinculadas con la formación de memorias duraderas (Robertson, 1992; Abraham et al., 
1993; Kaczmarek, 1993; Dragunow, 1996). La inducción de la expresión de estos genes 
depende de la actividad neuronal, por lo que el reconocimiento en una célula de estas 
proteínas nos indica un cambio en la actividad basal de la neurona. Para determinar si el 
déficit en el establecimiento de la MLP, provocado por la inhibición microglial, está 
relacionado con una alteración de la actividad neuronal, analizamos el efecto de la 
administración de minociclina o vehículo sobre la densidad de neuronas hipocampales 
inmunomarcadas para c-Fos en ratones sacrificados 1,5 horas después de una sesión de 
entrenamiento de reconocimiento de objetos (diagrama en Fig.IV.8A). Como control de 
la expresión basal de c-Fos, un grupo de ratones de cada situación farmacológica no 
realizó la sesión de entrenamiento. 
Los ratones a los que suministramos vehículo tras el entrenamiento mostraron un 
incremento en el número de neuronas c-Fos+ en todas las regiones del circuito 
hipocampal estudiadas (GD, CA3 y CA1) en respuesta a la sesión de entrenamiento. En 
cambio, los animales a los que inyectamos minociclina exhibieron un menor grado de 
inducción en las células piramidales de las subregiones CA3 y CA1 tras la sesión de 
entrenamiento (CA3: densidadVeh-ENT = 7,06±0,74, densidadMino-ENT = 4,78±0,27 
céls/U.A. de área, [t (4) = 2,90, p = 0,03]; CA1: densidadVeh-ENT = 9,05±1,22, 





Figura IV.8. La administración sistémica de minociclina tras el entrenamiento reduce la 
inducción de la expresión de c-Fos en las áreas CA3 y CA1 del hipocampo. 
(A) Diagrama del protocolo experimental. La cruz indica el tiempo al que se sacrificaron los 
ratones con respecto al final de la sesión de entrenamiento (ENT). La letra A simboliza el objeto 
utilizado. La imagen muestra microfotografías representativas del marcaje de c-Fos en el 
hipocampo. Los insertos son microfotografías a mayor aumento en el giro dentado (GD), CA3 
y CA1. (B) Cuantificación del número de neuronas c-Fos+ por área (U.A.) en GD, CA3 y CA1 
de ratones entrenados o no (No ENT), para ambos grupos farmacológicos indicados al pie de 
cada gráfica. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación estadística entre 
animales no entrenados y entrenados dentro de un mismo grupo farmacológico. + Comparación 
estadística entre animales entrenados de diferentes grupos farmacológicos. Un símbolo: p < 0,05, 
dos símbolos: p < 0,01, tres símbolos: p < 0,001.  
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IV. 5 EFECTO DE LA MINOCICLINA SOBRE LA 
ACTIVACIÓN NEURONAL Y EL ÁREA MICROGLIAL EN 
EL HIPOCAMPO DURANTE LA RECONSOLIDACIÓN DE 
LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 5.1 Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre la 
expresión de c-Fos durante la reconsolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos 
Para estudiar el efecto de la inhibición de la microglía en la activación neuronal tras la 
reactivación de memorias, dos días después del final de la sesión de entrenamiento, 
administramos minociclina o vehículo a ratones sin reactivar y a ratones reactivados con 
o sin novedad. 1,5 horas más tarde, cuantificamos la expresión de c-Fos en el hipocampo 
mediante IHQ (diagrama en Fig.IV.9A). Como control de la expresión basal de c-Fos, 
un grupo de ratones de cada situación farmacológica permaneció en su caja de 
estabulación. Los ratones reactivados con o sin novedad tratados con vehículo, 
incrementaron el número de neuronas c-Fos+ en todas las regiones del circuito 
hipocampal estudiadas (GD, CA3 y CA1; Fig.IV.9). Es destacable que en las subregiones 
CA3 y CA1, la reactivación con novedad provocó un incremento en la expresión de c-
Fos significativamente superior al producido por la reactivación sin novedad. En cambio, 
los ratones a los que administramos minociclina tras la reactivación con novedad 
exhibieron un menor grado de inducción en las células piramidales de CA3 y CA1 (CA3: 
densidadVeh-AA_AB = 5,87±0,53, densidadMino-AA_AB = 3,26±0,50 céls/U.A. de área, [t (4) = 
3,43, p = 0,01]; CA1: densidadVeh-AA_AB = 8,86±0,86, densidadMino-AA_AB = 5,27±0,51 





Figura IV.9. La administración sistémica de minociclina tras la reactivación con novedad 
reduce la inducción de la expresión de c-Fos en las áreas CA3 y CA1 del hipocampo. 
(A) Diagrama del protocolo experimental. La cruz indica el tiempo al que se sacrificaron los 
ratones con respecto al final de la sesión de reactivación (RA). Las letras A y B simbolizan los 
diferentes objetos utilizados. La imagen muestra microfotografías representativas del marcaje de 
c-Fos en el hipocampo. Los insertos son microfotografías a mayor aumento en el giro dentado 
(GD), CA3 y CA1. (B) Cuantificación del número de neuronas c-Fos+ por área (U.A.) en GD, 
CA3 y CA1 en las distintas condiciones experimentales, para ambos grupos farmacológicos 
indicados al pie de cada gráfica. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación 
estadística con respecto a los animales no estimulados (No ENT) dentro de un mismo grupo 
farmacológico o significación entre ambos grupos de reactivación (línea discontinua). + 
Comparación estadística entre animales reactivados con novedad de diferentes grupos 
farmacológicos. Un símbolo: p < 0,05, dos símbolos: p < 0,01, tres símbolos: p < 0,001. 
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IV. 5.2 Efecto de la administración sistémica de minociclina sobre el 
área de células microgliales durante la reconsolidación de la memoria 
de reconocimiento de objetos 
Como vimos anteriormente, durante la consolidación se produce un incremento en el 
área microglial vulnerable a minociclina (Fig.IV.2). Para comprobar si la reconsolidación 
modifica el tamaño de las células microgliales, aislamos el encéfalo 1,5 horas post-
reactivación y medimos el área de la microglía marcada contra EGR-1 en la región de 
CA1, donde se produjo una mayor reducción de la inducción de c-Fos tras la 
reconsolidación a causa del tratamiento con minociclina (Fig.IV.9). 
Los ratones que recibieron vehículo al finalizar la sesión de reactivación sólo 
manifestaron un incremento significativo en el área microglial EGR-1+ cuando la 
reactivación contenía novedad (áreaVeh-NoENT = 0,0399±0,0027 frente al áreaVeh-AA_AB = 
0,0540±0,0031 U.A., [t (4) = 3,45, p = 0,02]; Fig.IV.10A). El tamaño celular de la 
microglía EGR-1+ de los animales no reactivados o reactivados sin novedad fue similar 
al de los ratones no estimulados. Por otro lado, con la intención de verificar si el 
incremento de tamaño celular, ocasionado por la reactivación con novedad sobre la 
microglía, era sensible a minociclina, administramos este fármaco justo al acabar las 
distintas versiones de reactivación (diagrama en Fig.IV.10A). En todos los casos en los 
que administramos minociclina, el área promedio de la microglía EGR-1+ fue similar al 
de los ratones no reactivados (áreaVeh-AA_AB = 0,0540±0,0031, áreaMino-AA_AB = 
0,0434±0,0016 U.A., [t (4) = 3,05, p = 0,03]; Fig.IV.10A). Al calcular la frecuencia 
relativa acumulada para los diferentes intervalos de área celular, observamos un 
desplazamiento hacia intervalos mayores en respuesta a la reactivación con novedad, que 
fue bloqueado por el tratamiento con minociclina (Fig.IV.10B). Concretamente, un 
37,26% de células con áreas comprendidas en el intervalo (0-0,06) en ratones que 
permanecieron en la caja fue localizado en un intervalo superior, [0,06-0,1), en ratones 
reactivados con novedad del grupo control. El tratamiento con minociclina tras la 
reactivación con novedad, supuso un menor desplazamiento hacia áreas superiores: un 
13,22% de células con áreas localizadas en (0-0,04) fueron desplazadas al intervalo [0,04-
0,06) tras la reactivación con novedad. Así, en los ratones reactivados con novedad, 
aquellos que fueron tratados con minociclina presentaron un 32,58% menos de células 
en el intervalo de mayor área, [0,06-0,1), con respecto a los ratones inyectados con 
vehículo. Por otro lado, la reactivación sin novedad también implicó un desplazamiento 
hacia intervalos de áreas superiores, pero en un porcentaje de células menor y sin apenas 
variación entre ambos grupos farmacológicos (vehículo: 12,32%; minociclina: 7,47%), de 
manera que sólo una diferencia de 3,18% en el porcentaje de células ubicadas en [0,06-





Figura IV.10. La administración sistémica de minociclina inhibe el aumento de tamaño 
microglial en CA1 que se produce tras la reactivación con novedad. 
(A) Esquema del protocolo experimental. La cruz indica el tiempo al que se sacrificaron los 
ratones con respecto al final de la sesión de reactivación (RA). Las letras A y B simbolizan los 
diferentes objetos utilizados. La gráfica representa el área promedio de células microgliales EGR-
1+ en unidades arbitrarias (U.A.) en la región CA1 del hipocampo en las distintas condiciones 
experimentales, para ambos grupos farmacológicos indicados al pie de la gráfica. (B) Porcentaje 
acumulado del número de células microgliales EGR-1+ respecto al total en los distintos 
intervalos de área celular. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación 
estadística con respecto a los animales no estimulados (No ENT) dentro de un mismo grupo 
farmacológico. + Comparación estadística entre animales reactivados con novedad de diferentes 
grupos farmacológicos. Un símbolo: p < 0,05.  
IV. 6 ESTUDIO DE LOS CAMBIOS DE LA ASTROGLÍA EN 
EL HIPOCAMPO TRAS LA EXPLORACIÓN DE NUEVA 
INFORMACIÓN 
IV. 6.1 Análisis de la expresión génica en el hipocampo de diferentes 
marcadores astrogliales a distintos tiempos tras la exposición a un 
ambiente rico 
Los astrocitos contribuyen activamente en el control de la transmisión sináptica, 
participando como tercer componente de la sinapsis junto con los elementos presináptico 
y postsináptico (Araque et al., 1999; Halassa et al., 2007). Con el objetivo de ver si se 
producen cambios transcripcionales en los astrocitos durante la formación de memorias 
duraderas, analizamos la transcripción de distintos marcadores astrogliales tras la 
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exposición a nueva información (AR). Así pues, aislamos el hipocampo de ratones 
sacrificados a diferentes tiempos tras la exploración de un ambiente rico, y comparamos 
la expresión génica de gfap, s100β y el gen codificante de la enzima serina racemasa (srr) 
con respecto a los ratones no estimulados (NAR; diagrama en Fig.IV.11). Los tres 
marcadores exhibieron un incremento en la expresión a 1 hora post-AR siendo 
significativo para s100β y srr (s100β: F (5, 21) = 14,42, p < 0,001, para 1 hora: [t (6) = 
3,96, p = 0,005]; srr: F (5, 18) = 3,42, p = 0,02, para 1 hora: [t (5) = 3,05, p = 0,02]). Sólo 
en el caso de s100β, el incremento se mantuvo en tiempos posteriores: 3 y 6 horas, aunque 
en menor magnitud ([t (5) = 4,93, p = 0,003]3h, [t (6) = 2,69, p = 0,03]6h; Fig.IV.11). 
 
Figura IV.11. La exploración de un ambiente novedoso aumenta la expresión de varios 
marcadores astrogliales en el hipocampo. 
El diagrama muestra los tiempos a los que se sacrificaron los ratones (indicados con una cruz) 
con respecto al final de la exploración de un ambiente rico (AR). Las gráficas representan los 
niveles de expresión génica obtenida por RT-PCR semicuantitativa. Los grupos de exploración 
(columnas azules) están relativizados con respecto al grupo no estimulado (NAR, columna 
negra), el cual recibe el valor 1. N = al menos 3 ratones por grupo. Gfap: proteína ácida fibrilar 
de glía, s100β: proteína soluble de unión a calcio y srr: serina racemasa. * Comparación estadística 
con respecto al grupo NAR. * p < 0,05; ** p<0,01.  
IV. 6.2 Análisis del área de astrocitos en el hipocampo tras la 
exposición a un ambiente rico 
La hipertrofia en células astrogliales es indicativo de un cambio de actividad en los 
astrocitos ante lesiones cerebrales (Khakh y Sofroniew, 2015). Para determinar si durante 
la formación de memorias duraderas se producen cambios en el área astroglial, 
cuantificamos el tamaño de los astrocitos GFAP+ en la región CA1 del hipocampo tras 
la exploración de un ambiente rico. Para ello, sacrificamos los ratones 1,5 horas después 
del final de la sesión de exploración y realizamos inmunofluorescencia (IF) para el 
marcador astroglial GFAP en secciones cerebrales que contenían hipocampo dorsal. El 




superior al del grupo de ratones que permaneció en la jaula de estabulación (áreaAR = 
280,60±16,31 frente al áreaNAR = 231,81±11,12 U.A., [t (5)= 2,57, p = 0,04]; Fig.IV.12). 
 
Figura IV.12. La exploración de un ambiente novedoso produce un incremento en el área 
astroglial en CA1. 
(A) El esquema muestra el tiempo en el que se sacrificaron los ratones (indicado con una cruz) 
con respecto al final de la exploración de un ambiente rico (AR). La gráfica representa el área 
promedio de astrocitos GFAP+ en unidades arbitrarias (U.A.) en el stratum radiatum de CA1 del 
hipocampo para ratones expuestos a AR o no (NAR). (B) La microfotografía muestra la 
inmunofluorescencia para GFAP en la región CA1 del hipocampo en ambas situaciones 
comportamentales. N = al menos 3 ratones, un corte por animal. * Comparación estadística con 
respecto al grupo NAR. * p < 0,05. 
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IV. 7 ACCIÓN DE LA D-SERINA SOBRE EL EFECTO 
NEGATIVO DE LA MINOCICLINA EN LA FORMACIÓN Y 
LA RECONSOLIDACIÓN DE LA MEMORIA DE 
RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 7.1 Análisis de la formación de la memoria duradera tras la 
coadministración sistémica de D-serina y minociclina justo después 
de la sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos 
Habiendo observado un cambio en el estado activo de los astrocitos del hipocampo tras 
una tarea cognitiva (Fig.IV.11 y Fig.IV.12), y ante las evidencias publicadas sobre la 
participación de la astroglía en el establecimiento de memorias (Moraga-Amaro et al., 
2014; Steinman et al., 2016), quisimos establecer el posible papel de los astrocitos como 
mediador de la interacción microglía-neurona en la formación de la memoria duradera. 
Para ello, coadministramos D-serina, un gliotransmisor liberado principalmente por 
astrocitos, implicado en plasticidad sináptica y memoria (Yang et al., 2003; Panatier et al., 
2006; Henneberger et al., 2010; Bado et al., 2011), junto a minociclina justo después de 
la sesión de entrenamiento de reconocimiento de objetos. Mientras que la administración 
sistémica de minociclina bloqueó la consolidación (IDVeh-MLP = 0,26±0,06, IDMino-MLP =  
-0,02±0,03, [t (13) = 4,39, p < 0,001]), la coinyección de D-serina y minociclina restauró 
la formación de la memoria al nivel del grupo control (IDVeh-MLP = 0,26±0,06, IDMino+Dser-
MLP = 0,22±0,05, [t (9) = 0,52, p = 0,61]; Fig.IV.13).  
 
Figura IV.13. La administración sistémica de D-serina revierte la deficiencia en la 
formación de memoria duradera inducida por la administración de minociclina. 
Diagrama procedimental y representación gráfica del índice de discriminación (ID) en la sesión 
de entrenamiento (ENT) y el test de MLP para los cuatro grupos farmacológicos indicados al pie 
de la gráfica. N = al menos 5 ratones en cada tratamiento. En el esquema procedimental las letras 
A y B simbolizan los diferentes objetos utilizados. * Comparación del test de MLP con respecto 
a la sesión de entrenamiento para un mismo grupo farmacológico. + Comparación estadística 
con respecto al test de MLP del grupo vehículo. Un símbolo: p < 0,05, dos símbolos: p < 0,01, 




IV. 7.2 Determinación del requerimiento temporal para que la D-
serina revierta el efecto negativo de la minociclina sobre la formación 
de la memoria duradera de reconocimiento de objetos 
Con el propósito de establecer la ventana de tiempo aproximada en la que la D-serina 
revierte el efecto negativo de la minociclina sobre la formación de la memoria duradera, 
administramos D-serina al terminar el entrenamiento (0 h), a las 2 horas o a las 4 horas 
tras el entrenamiento, para estudiar su efecto sobre el déficit cognitivo causado por la 
minociclina suministrada justo al acabar el entrenamiento (diagrama en Fig.IV.14). La 
coadministración de D-serina justo después o 2 horas después del entrenamiento, 
bloqueó el efecto inhibidor de la minociclina sobre la formación de la memoria (IDMino_0h-
MLP = -0,02±0,03, IDMino_0h+Dser_0h-MLP = 0,22±0,05, [t (14)= 4,23, p = 0,002]; IDMino_0h-
MLP = -0,02±0,03, IDMino_0h+Dser_2h-MLP = 0,25±0,04, [t (13)= 4,83, p < 0,001]; Fig.IV.14). 
Sin embargo, cuando coadministramos D-serina 4 horas después del entrenamiento, los 
ratones presentaron un ID intermedio entre los grupos de administración de vehículo y 
minociclina, con una diferencia significativa con respecto a los ratones a los que 
inyectamos minociclina (IDMino_0h-MLP = -0,02±0,03, IDMino_0h+Dser_4h-MLP = 0,11±0,03, [t 
(12) = 2,33, p = 0,048]). El hecho de que la coadministración de D-serina a las 4 horas 
produjera una reversión incompleta sobre el déficit cognitivo, sugiere que para restaurar 
el efecto negativo de la minociclina sobre el establecimiento de memorias, se necesita de 
la señalización del gliotransmisor D-serina durante un tiempo inferior a 4 horas tras el 
entrenamiento. Por otro lado, la administración aislada de D-serina no alteró la 
consolidación, independientemente del tiempo de administración.




Figura IV.14. La administración sistémica de D-serina revierte la deficiencia inducida 
por minociclina sobre la formación de memoria duradera en una ventana temporal 
inferior a las 4 horas. 
Diagrama procedimental. Cada jeringa indica los diferentes tiempos de administración de 
vehículo (Veh) minociclina (Mino), D-serina (D-Ser) o minociclina y D-serina (Mino+D-Ser) tras 
el final de la sesión de entrenamiento (ENT). En la coadministración de minociclina y D-serina, 
la minociclina tuvo un tiempo de administración fijo (0 h) y la D-serina variable (0 h, 2 h o 4 h). 
Las letras A y B simbolizan los diferentes objetos utilizados. La gráfica representa el índice de 
discriminación (ID) en el test de memoria a largo plazo (MLP) para los cuatro grupos 
farmacológicos. N = al menos 4 ratones por tiempo de administración en cada tratamiento.           
* Comparación estadística con respecto al test de MLP del grupo Mino_0h o significación entre 
D-Ser_4h y Mino_0h+D-Ser_4h (línea discontinua). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
IV. 7.3 Análisis de la reconsolidación de la memoria tras la 
coadministración sistémica de D-serina y minociclina justo después 
de la sesión de reactivación con novedad de reconocimiento de 
objetos 
Dado que la D-serina revirtió el déficit en la formación de memoria duradera causado 
por la minociclina, analizamos el efecto del gliotransmisor sobre el deterioro provocado 
por la minociclina en la actualización de la memoria. Para ello, todas las administraciones 
farmacológicas se hicieron sistémicamente justo al terminar la sesión de reactivación con 
novedad (diagrama en Fig.IV.15A). Aunque la D-serina no generó por sí sola ningún 
efecto sobre la actualización de memorias ya almacenadas, la administración conjunta de 
D-serina y minociclina eliminó el déficit que la minociclina produjo sobre la 
reconsolidación (IDMino-PRMLP = 0,02±0,05, IDMino+Dser-PRMLP = 0,23±0,04, [t (17) = 2,37, 





Los animales no sometidos a la sesión de reactivación, tratados con cada una de las 
combinaciones farmacológicas 48 horas después del entrenamiento, no mostraron 
alteraciones en la formación de la memoria (Fig.IV.15B).  
 
Figura IV.15. La administración sistémica de D-serina revierte la deficiencia inducida 
por minociclina sobre la actualización de memorias previamente consolidadas. 
(A) Diagrama procedimental y gráfica del índice de discriminación (ID) en las sesiones de 
entrenamiento (ENT), reactivación (RA) con novedad y test post-reactivación de memoria a 
largo plazo (PR-MLP), para los cuatro grupos farmacológicos indicados al pie de la gráfica. (B) 
Diagrama procedimental y gráfica del ID en las sesiones de entrenamiento y test de MLP para 
los animales no reactivados de los cuatro grupos farmacológicos indicados al pie de la gráfica. 
En todos los casos, N = al menos 4 ratones en cada tratamiento. En cada esquema 
procedimental, las letras A, B y C simbolizan los diferentes objetos utilizados. Se administró cada 
tratamiento farmacológico justo después de la sesión de RA (panel A) o 48 h después del 
entrenamiento cuando no hubo RA (panel B). * Comparación estadística de la RA y el test con 
respecto al entrenamiento dentro de un mismo grupo farmacológico o significación entre el test 
y la sesión de RA (línea discontinua). + Comparación estadística con respecto al test del grupo 
vehículo. Un símbolo: p < 0,05, dos símbolos: p < 0,01, tres símbolos: p < 0,001. 




IV. 8 EFECTO DE LA COADMINISTRACIÓN DE D-
SERINA Y MINOCICLINA SOBRE LA ACTIVACIÓN 
NEURONAL Y EL ÁREA MICROGLIAL EN EL 
HIPOCAMPO DURANTE LA CONSOLIDACIÓN DE LA 
MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 8.1 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y 
minociclina sobre la expresión de c-Fos durante la consolidación de la 
memoria de reconocimiento de objetos 
Los experimentos anteriores sugieren que el deterioro cognitivo que produce la 
inhibición de la activación microglial, podría estar relacionado con una disminución de la 
activación neuronal en CA3 y CA1. Por ello, quisimos comprobar si la reversión que 
produce la coadministración de D-serina sobre el déficit en el establecimiento de 
memorias duraderas inducido por minociclina, es acompañado de la normalización en la 
expresión de c-Fos tras el entrenamiento. Con este fin, realizamos IHQ para c-Fos en 
encéfalos de ratones sacrificados 1,5 horas después de finalizar una sesión de 
entrenamiento, tras la cual se les suministró vehículo, minociclina, D-serina o minociclina 
junto con D-serina (diagrama en Fig.IV.16A). La minociclina mitigó significativamente 
el aumento de la expresión de c-Fos que depende del entrenamiento en las áreas CA3 y 
CA1 del hipocampo (p.e. en CA1: densidadVeh-ENT = 9,75±0,81, densidadMino-ENT = 
5,93±0,60 céls/U.A. de área, [t (10) = 3,52, p = 0,003]). La coadministración de D-serina 
y minociclina restableció la expresión de c-Fos que depende del entrenamiento a los 
niveles de los ratones entrenados tratados con vehículo en ambas subregiones (p.e. en 
CA1: densidadVeh-ENT = 9,75±0,81, densidadMino+Dser-ENT = 10,19±0,71 céls/U.A. de área, 
[t (8) = 0,32, p = 0,76]; Fig.IV.16B). Por último, los ratones entrenados y tratados con 
D-serina mostraron niveles de c-Fos similares a los del grupo entrenado y tratado con 
vehículo a lo largo del circuito trisináptico (p.e. en CA1: densidadVeh-ENT = 9,75±0,81, 





Figura IV.16. La deficiencia de la expresión de c-Fos en las áreas CA3 y CA1 del 
hipocampo provocada por la minociclina tras el entrenamiento es revertida por la 
coadministración sistémica de D-serina. 
(A) Diagrama del protocolo experimental. La cruz indica el tiempo al que se sacrificaron los 
ratones con respecto al final de la sesión de entrenamiento (ENT). La letra A simboliza el objeto 
utilizado. La imagen muestra microfotografías representativas del marcaje de c-Fos en el 
hipocampo. Los insertos son microfotografías a mayor aumento en el giro dentado (GD), CA3 
y CA1. (B) Cuantificación del número de neuronas c-Fos+ por área (U.A.) en GD, CA3 y CA1 
de ratones entrenados o no (No ENT), para los cuatro grupos farmacológicos indicados al pie 
de cada gráfica. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación estadística entre 
animales no entrenados y entrenados dentro de un mismo grupo farmacológico. + Comparación 
estadística con respecto a los animales entrenados del grupo minociclina. Dos símbolos: p < 0,01, 
tres símbolos: p < 0,001. 
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IV. 8.2 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y 
minociclina sobre el área de células microgliales durante la 
consolidación de la memoria de reconocimiento de objetos 
Según los resultados descritos en la sección IV.1.2, la minociclina bloquea el incremento 
del tamaño celular de la microglía positiva para EGR-1 en CA1, que se produce tras una 
sesión similar al entrenamiento de reconocimiento de objetos (Fig.IV.2). Así que, 
quisimos saber si la D-serina coadministrada con minociclina justo después del 
entrenamiento era capaz de revertir este efecto del tratamiento con minociclina. Para ello, 
realizamos IHQ para EGR-1 en encéfalos de ratones sacrificados 1,5 horas después de 
finalizar una sesión de entrenamiento, tras la cual suministramos uno de los diferentes 
tratamientos farmacológicos (diagrama en Fig.IV.17A). 
Al comparar los cuatro grupos de administración, observamos que sólo en aquel al que 
inyectamos vehículo, el área microglial incrementó en respuesta al entrenamiento (áreaVeh-
NoENT = 0,0384±0,0013, áreaVeh-ENT = 0,0446±0,0006 U.A., [t (12) = 3,84, p = 0,002]). El 
bloqueo que ejerce la minociclina sobre el incremento de tamaño provocado por el 
entrenamiento (áreaMino-NoENT = 0,0399±0,0011, áreaMino-ENT = 0,0370±0,0012 U.A., [t 
(16) = 1,70, p = 0,11]) no fue revertido por la coadministración con D-serina 
(áreaMino+Dser-NoENT = 0,0391±0,0017, áreaMino+Dser-ENT = 0,0405±0,0026 U.A., [t (5) = 
0,48, p = 0,64]). Además, la administración de D-serina inhibió el incremento del área 
microglial que depende del entrenamiento (áreaDser-NoENT = 0,0383±0,0016, áreaDser-ENT = 
0,0403±0,0037 U.A., [t (4) = 0,60, p = 0,56]; Fig.IV.17A).  
Para mostrar una visión global de los diferentes tamaños celulares de microglía EGR-1+ 
que conforman cada grupo, representamos la frecuencia relativa acumulada para los 
diferentes intervalos de área. Observamos que el desplazamiento de la curva hacia áreas 
mayores tras el entrenamiento fue bloqueado por la acción de la minociclina, y atenuado 
tras la inyección de D-serina o la coadministración de ambas sustancias (Fig.IV.17B). Al 
calcular el porcentaje de células que cambió de intervalo de área en respuesta al 
entrenamiento, observamos que en los grupos tratados con vehículo o D-serina hay un 
desplazamiento desde el intervalo (0-0,04) hacia áreas mayores, [0,04-0,1), aunque en 
proporciones muy diferentes (vehículo: 21,19%; D-serina: 7,02%). También, en los 
ratones tratados con D-serina más minociclina se produjo un desplazamiento (15,25%) 
pero hacia un intervalo de menor magnitud [0,04-0,06); a su vez, el porcentaje de células 
ubicadas en [0,06-0,1) descendió un 8,5% tras el entrenamiento. Por otro lado, en los 
ratones tratados con minociclina, aquellos que permanecieron en su jaula presentaron un 
11,74% de células en [0,04-0,08), que en los ratones entrenados ocuparon un intervalo de 
áreas más pequeñas, (0-0,04). De manera que, para los ratones entrenados, aquellos que 
fueron tratados con minociclina o D-serina presentaron un 28,57% y un 16,29% menos 
de células en [0,04-0,1) respecto los ratones administrados con vehículo; los ratones 
entrenados y administrados con D-serina más minociclina también presentaron un 





Figura IV.17. La administración sistémica de D-serina no revierte el efecto de la 
minociclina sobre el incremento de tamaño microglial en CA1 que se produce tras el 
entrenamiento. 
(A) El esquema muestra el tiempo en el que se sacrificaron los ratones (indicado con una cruz) 
con respecto al final de la sesión de entrenamiento (ENT). La letra A simboliza el objeto 
utilizado. La gráfica representa el área promedio de células microgliales EGR-1+ en unidades 
arbitrarias (U.A.) en la región CA1 del hipocampo para ratones entrenados o no (No ENT), en 
los cuatro grupos farmacológicos indicados al pie de la gráfica. (B) Porcentaje acumulado del 
número de células microgliales EGR-1+ respecto al total en los distintos intervalos de área 
celular. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación estadística entre animales 
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no entrenados y entrenados dentro de un mismo grupo farmacológico. + Comparación 
estadística con respecto a los animales entrenados del grupo minociclina. Dos símbolos: p < 0,01, 
tres símbolos: p < 0,001. 
IV. 9 EFECTO DE LA COADMINISTRACIÓN DE D-
SERINA Y MINOCICLINA SOBRE LA ACTIVACIÓN 
NEURONAL Y EL ÁREA MICROGLIAL EN EL 
HIPOCAMPO DURANTE LA RECONSOLIDACIÓN DE LA 
MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
IV. 9.1 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y 
minociclina sobre la expresión de c-Fos en la reconsolidación de la 
memoria de reconocimiento de objetos 
Nuestros resultados parecen indicar que el deterioro producido en la reconsolidación de 
la memoria con novedad debido a la administración de minociclina, está relacionado con 
una disminución de la expresión de c-Fos en CA3 y CA1 tras la sesión de reactivación 
con novedad (Fig.IV.9). Para comprobar si el efecto de reversión conductual, que se 
observa en el grupo farmacológico de coadministración de D-serina más minociclina, 
está relacionado con el restablecimiento de la inducibilidad de la expresión de c-Fos, 
cuantificamos la densidad de neuronas c-Fos+ en el hipocampo de ratones sacrificados 
1,5 horas después de una sesión de reactivación, con o sin novedad, en los distintos 
grupos farmacológicos estudiados (diagrama en Fig.IV.18A). 
Los ratones a los que administramos vehículo o D-serina tras la sesión de reactivación, 
incrementaron el número de neuronas c-Fos+ en todas las regiones del circuito 
hipocampal (GD, CA3 y CA1) en respuesta a la sesión de reactivación con o sin novedad. 
Es destacable que en las regiones CA3 y CA1 de ambos grupos farmacológicos, la 
reactivación con novedad provocó un incremento en la expresión de c-Fos 
significativamente superior al producido por la reactivación sin novedad (excepto en D-
serina-CA3, que es superior pero no significativamente). Por otro lado, la disminución 
en la expresión de c-Fos inducida por minociclina en CA3 y CA1 tras la reactivación con 
novedad fue revertida cuando se coadministró con D-serina (CA3: densidadMino-AA_AB = 
4,64±0,65, densidadMino+Dser-AA_AB = 6,82±0,28 céls/U.A. de área, [t (8) = 2,60, p = 0,03]; 
CA1: densidad Mino-AA_AB = 5,27±0,51, densidadMino+Dser-AA_AB = 7,92±0,52 céls/U.A. de 
área, [t (6) = 3,63, p = 0,005]; Fig.IV.18B). Los animales no reactivados de los diferentes 
grupos experimentales no mostraron diferencia significativa con respecto a los animales 
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Figura IV.18. La deficiencia de la expresión de c-Fos en las áreas CA3 y CA1 del 
hipocampo provocada por la minociclina tras la reactivación con novedad es revertida 
por la coadministración sistémica de D-serina. 
(A) Diagrama del protocolo experimental. La cruz indica el tiempo al que se sacrificaron los 
ratones con respecto al final de la sesión de reactivación (RA). Las letras A y B simbolizan los 
diferentes objetos utilizados. La imagen muestra microfotografías representativas del marcaje de 
c-Fos en el hipocampo. Los insertos son microfotografías a mayor aumento en el giro dentado 
(GD), CA3 y CA1. (B) Cuantificación del número de neuronas c-Fos+ por área (U.A.) en GD, 
CA3 y CA1 en las distintas condiciones experimentales, para los cuatro grupos farmacológicos 
indicados al pie de cada gráfica. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación 
estadística con respecto a los animales no estimulados (No ENT) dentro de un mismo grupo 
farmacológico o significación entre ambos grupos de reactivación (línea discontinua). + 
Comparación estadística con respecto a los animales reactivados con novedad del grupo 
minociclina. Un símbolo: p < 0,05, dos símbolos: p < 0,01, tres símbolos: p < 0,001. 
IV. 9.2 Efecto de la coadministración sistémica de D-serina y 
minociclina sobre el área de células microgliales durante la 
reconsolidación de la memoria de reconocimiento de objetos  
Dado que la minociclina impide el incremento del área microglial EGR-1+ que se 
produce en respuesta a la reactivación con novedad (Fig.IV.10), comprobamos si la 
coadministración de D-serina con minociclina revierte dicho efecto. Para ello, tras 
finalizar la sesión de reactivación, administramos el fármaco correspondiente y 
sacrificamos a los ratones 1,5 horas después (diagrama en Fig.IV.19A). Posteriormente 
medimos el área de la microglía marcada con EGR-1 en la subregión CA1 del hipocampo.  
Los ratones que recibieron vehículo al finalizar la sesión de reactivación sólo mostraron 
un incremento en el área microglial EGR-1+ cuando la reactivación contenía novedad. 
Además, nuestros datos corroboraron que la administración de minociclina impide el 
aumento en el área microglial EGR-1+ tras la reactivación con novedad, mostrando un 
área promedio similar en todas las situaciones comportamentales estudiadas (no 
entrenado, reactivado sin novedad y con novedad; Fig.IV.19A). Por otro lado, tanto la 
administración de D-serina como su coadministración con minociclina impidieron el 
aumento del tamaño microglial EGR-1+ en respuesta a la reactivación con novedad 
(áreaDser-NoENT = 0,0386±0,0017, áreaDser-AA_AB = 0,0389±0,0021 U.A., [t (6) = 0,10, p = 
0,92]; áreaMino+Dser-NoENT = 0,0391±0,0025, áreaMino+D-ser-AA_AB = 0,0408±0,0018 U.A., [t 





Figura IV.19. La administración sistémica de minociclina, D-serina o ambas sustancias 
inhibe el aumento de tamaño microglial en CA1 que se produce tras la reactivación con 
novedad.  
(A) Esquema del protocolo experimental. La cruz indica el tiempo al que se sacrificaron los 
ratones con respecto al final de la sesión de reactivación (RA). Las letras A y B simbolizan los 
diferentes objetos utilizados. La gráfica representa el área promedio de células microgliales EGR-
1+ en unidades arbitrarias (U.A.) en la región CA1 del hipocampo en las distintas condiciones 
experimentales, para los cuatro grupos farmacológicos indicados al pie de la gráfica. (B) 
Porcentaje acumulado del número de células microgliales EGR-1+ respecto al total en los 
distintos intervalos de área celular. N = al menos 3 ratones, dos cortes por animal. * Comparación 
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estadística con respecto a los animales no estimulados (No ENT) dentro de un mismo grupo 
farmacológico. + Comparación estadística con respecto a los animales reactivados con novedad 
del grupo vehículo. Un símbolo: p < 0,05, dos símbolos: p < 0,01, tres símbolos: p < 0,001. 
Al calcular la frecuencia relativa acumulada para cada intervalo de área, observamos que 
el desplazamiento hacia intervalos de áreas mayores tras la reactivación con novedad no 
ocurre en los grupos a los que administramos minociclina, D-serina o ambas sustancias, 
respecto al grupo control (Fig.IV.19B). De hecho, los ratones tratados con vehículo que 
permanecieron en la caja presentaron un 30,39% de células en el intervalo (0-0,06) que 
en el grupo reactivado con novedad se ubicó en un intervalo mayor, [0,06-0,1), reflejo de 
su activación. En cambio los animales tratados con minociclina, D-serina o la 
coadministración de ambas sustancias tuvieron un porcentaje mucho menor de células 
que se desplazaron a intervalos superiores de área: 4,40%, 5,30% y 5,88% 
respectivamente. De modo que, para los ratones reactivados con novedad, aquellos 
tratados con minociclina, D-serina o ambas sustancias presentaron un 26,87%, un 
25,56% y un 21,85% menos de células en el intervalo de mayor área, [0,06-0,1), con 
respecto a los ratones inyectados con vehículo. Finalmente, cuando la reactivación no 
contenía novedad, el tratamiento con minociclina, D-serina o ambas sustancias supuso 
una diferencia de 5,39%, 2,17% y 6,10% en el intervalo [0,06-0,1) respecto al grupo 

























El descubrimiento de nuevas funciones desempeñadas por la glía invita a replantearnos 
cuestiones investigadas desde hace décadas con un enfoque distinto en el que las 
neuronas y las células gliales colaboran íntimamente para una correcta función cerebral. 
Uno de los campos de estudio en crecimiento es la implicación de la glía en el 
comportamiento animal (Oliveira et al., 2015; Rohan Walker y Yirmiya, 2016), como es 
el caso de los mecanismos celulares y moleculares que subyacen los procesos de 
aprendizaje y memoria. Ejemplo de ello queda reflejado en el número aproximado de 
publicaciones anuales que relacionan astrocitos o microglía con plasticidad sináptica 
(Fig.V.1). 
 
Figura V.1. Número aproximado de publicaciones anuales sobre glía (astrocitos o 
microglía) y plasticidad sináptica. 
Los valores corresponden al número de publicaciones que contienen los términos astrocyte y 
synaptic plasticity (azul) o microglia y synaptic plasticity (blanco) en alguno de los diferentes campos 
(All fields: título, abstract…) de los trabajos registrados en PubMed.gov desde 1990, año del 
descubrimiento de las ondas de Ca2+ en astrocitos (Cornell-Bell et al., 1990), hasta el año 2016. 
El presente trabajo está focalizado en el papel de las células gliales (microglía y astrocitos) 
en los procesos de adquisición, consolidación y reconsolidación de la memoria de 
reconocimiento de objetos. Nuestros resultados demuestran que la inhibición de la 
activación microglial por administración de minociclina repercute sobre los procesos de 
almacenamiento y actualización de la memoria de reconocimiento de objetos, 
disminuyendo la densidad de neuronas piramidales que se activan en el hipocampo dorsal 
tras la exploración de nuevos objetos. Además, el incremento artificial en los niveles de 
D-serina, pese a que no recupera la activación microglial, anula el defecto cognitivo 
causado por el tratamiento con minociclina y rescata la inducción de la activación 
neuronal. Como desarrollaremos a continuación, de la interpretación de estos resultados 
inferimos que la exploración de nuevos objetos modifica el estado activo de las células 
microgliales del hipocampo, que a través de su comunicación con los astrocitos, podrían 
intervenir como mecanismo regulador de la actividad glutamatérgica de las células 
piramidales del circuito trisináptico hipocampal, necesario para el almacenamiento de 
nueva información de reconocimiento de objetos, como nueva memoria o actualización 
de una memoria ya adquirida.  
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V. 1 ACTIVACIÓN DE LA MICROGLÍA EN RESPUESTA A 
UNA TAREA COGNITIVA 
La mayoría de los cambios transcripcionales que tienen lugar durante la formación de la 
MLP están descritos en neuronas; hasta el momento, pocos han sido reconocidos en las 
células gliales. Recientemente, han sido identificados cambios en la expresión génica de 
microglía del encéfalo completo de ratón en respuesta a un protocolo conductual, basado 
en un choque eléctrico en las patas sin posibilidad de escape. Por tanto, se deduce que la 
formación de una memoria de miedo implica cambios en la actividad microglial (Yu et al., 
2017). Nuestro trabajo muestra cómo la exploración breve de varios objetos novedosos 
incrementa la expresión de iba1 en el hipocampo (Fig.IV.1, pág 69), región clave en los 
procesos de aprendizaje y memoria explícita (Eichenbaum, 2004), y produce un aumento 
del área promedio microglial en la subregión CA1 (Fig.IV.2, pág 71), zona crucial del 
hipocampo en la formación de memoria duradera de reconocimiento de objetos 
(Hammond et al., 2004; Rossato et al., 2007; Cohen et al., 2013; Stackman Jr. et al., 2016). 
Ambos resultados indican que la microglía modifica su perfil de actividad durante la 
formación de la memoria. Con objeto de resolver la relación causa-efecto entre ambos 
eventos, activación de células microgliales y almacenamiento de la información, 
analizamos si la inhibición de la activación microglial repercute sobre los procesos de 
aprendizaje y memoria. Para ello, usamos un tratamiento farmacológico, la minociclina, 
y un paradigma comportamental que depende del hipocampo, el reconocimiento de 
objetos (Clark et al., 2000; Hammond et al., 2004; de Lima et al., 2006; Cohen et al., 
2013), utilizado en numerosas publicaciones (Ennaceur y Aggleton, 1994; Puma y Bizot, 
1998; Tang et al., 1999; Baker y Kim, 2002; Rosa et al., 2003; Schröder et al., 2003; Okuda 
et al., 2004; Heisler y O’Connor, 2015). La capacidad de la minociclina para atravesar la 
barrera hematoencefálica nos permite administrarla intraperitonealmente con una dosis 
similar a la empleada con frecuencia en la literatura, 50 mg/kg (Yong et al., 2004). 
El estudio del fenotipo celular de la microglía es utilizado como indicador de su estado 
de activación (Zhang, Vadakkan, et al., 2008; Cunningham et al., 2013). El suministro de 
minociclina elimina estos cambios morfológicos característicos de la activación microglial 
(Alcocer-Gómez et al., 2016), como por ejemplo un aumento del tamaño (Vega-Avelaira 
et al., 2013; Zhang et al., 2016). Partiendo de este precedente, la administración sistémica 
de minociclina impide el incremento del área promedio de microglía EGR-1+ en CA1, 
que se produce en respuesta a la exploración de un ambiente rico, reflejo de un bloqueo 
eficaz de la activación microglial (Fig.IV.2, pág 71). Como respaldo de su acción 
inhibidora, existen estudios donde la variación en la expresión de diversos marcadores 
genéticos (p.e. TNF-α, IL-1β, interferón-γ, IL-4, IL-10) durante la activación microglial 
es revertida tras el tratamiento con minociclina (Lee et al., 2003; Lee, Yune, et al., 2004; 
Wang et al., 2005, 2016; Williamson et al., 2011; Kobayashi et al., 2013; Yu et al., 2017). 
Dada la importancia de la microglía como células inmunocompetentes, la mayoría de los 
marcadores considerados pertenecen a las diferentes categorías de activación, clásica 
(M1) y alternativa (M2), con las que se clasifica la respuesta inmunitaria de los macrófagos 




distingue de los macrófagos, incluso durante los cambios de expresión causados por el 
envejecimiento; además, su perfil transcripcional varía entre regiones cerebrales (Grabert 
et al., 2016). También, es asumido que la microglía presenta diversos estados activos, 
acorde a su multifuncionalidad (Kettenmann et al., 2011), por lo que su perfil de actividad 
no siempre puede acomodarse a la clasificación basada en los fenotipos M1 o M2 
(Almolda et al., 2015). Por tanto, es necesario un estudio masivo de expresión que 
considere tanto marcadores específicos de microglía como marcadores comunes a otros 
tipos celulares, partícipes o no en la actividad inmunitaria, con objeto de definir el/los 
estado(s) activo(s) con el/los que la microglía participa en los procesos cognitivos. En 
este sentido, tratamientos crónicos con minociclina aminoran los déficits de memoria 
ocasionados por la activación microglial en respuesta a un desorden nervioso 
(esquizofrenia, alzhéimer, envejecimiento…) (Griffin et al., 2006; Choi et al., 2007; Borre 
et al., 2012; Kohman et al., 2013; Liaury et al., 2014; Jiang et al., 2015; Wang et al., 2016). 
En contraste, este trabajo muestra como el tratamiento con minociclina perjudica al 
almacenamiento de nueva información en condiciones fisiológicas. Lo que nos lleva a 
plantear la posible existencia de un estado activo microglial inducido durante la formación 
de la memoria, que en presencia de una lesión es bloqueado por la activación de un perfil 
inflamatorio, perjudicial para la cognición. En definitiva, la suma de los resultados 
mencionados en presencia de un desorden neurológico junto con nuestras aportaciones 
en ausencia de patología colocan a la microglía como un factor influyente en los procesos 
cognitivos.  
V. 2 LA MICROGLÍA PARTICIPA EN LA FORMACIÓN DE 
LA MEMORIA DURADERA DE RECONOCIMIENTO DE 
OBJETOS 
La transformación de la memoria adquirida (MCP) en una memoria duradera (MLP) 
requiere de un proceso que abarca diferentes escalas de tiempo, que incluye cambios 
bioquímicos en células individuales (de segundos a horas) e interacciones entre diferentes 
circuitos cerebrales (de días a años) (Dudai, 2004; Dudai et al., 2015). El diseño de 
nuestros experimentos está restringido al estudio de los eventos que ocurren durante la 
consolidación en un periodo de tiempo cercano al entrenamiento y a su repercusión sobre 
la retención de la memoria 24 horas después. Los resultados obtenidos mediante 
inhibición de la respuesta microglial por administración de minociclina tras el 
entrenamiento, indican que la microglía no es requerida para la formación de la MCP, 
pero sí para la formación de la MLP de reconocimiento de objetos (Fig.IV.3, pág 73). 
Además, observamos que la participación de la microglía en consolidación ocupa al 
menos las 2 horas siguientes al entrenamiento, puesto que el tratamiento con minociclina 
bloquea la retención de la MLP cuando se administra justo al final del entrenamiento o 2 
horas después, siendo inocua cuando se inyecta a las 6 horas (Fig.IV.4, pág 74). Para un 
mejor ajuste de la ventana de tiempo en la que interviene la microglía sobre la 
consolidación, se necesitan nuevos tiempos de administración de minociclina entre las 2 
y las 6 horas. En consonancia con estos resultados, nuestros datos de expresión de iba1 
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tras la exploración de un ambiente rico muestran una activación de la microglía del 
hipocampo en los tiempos tempranos tras la exploración (1-3h), que no se observa a las 
6 horas (Fig.IV.1, pág 69). La similitud de ambas ventanas de tiempo podría significar 
que la inhibición de la microglía localizada en el hipocampo es la responsable del déficit 
en la formación de la MLP. Del mismo modo, la inactivación temporal del hipocampo 
dorsal de ratas mediante inyección intrahipocampal de muscimol justo después o 3 horas 
después del entrenamiento, perturba a la retención de la memoria 24 horas más tarde, 
mientras que la administración a las 6 horas no tiene efecto (de Lima et al., 2006). En este 
sentido, cuando suministramos minociclina en el hipocampo tras la sesión de 
entrenamiento, reproducimos los mismos resultados de la administración sistémica: un 
bloqueo de la formación de la MLP sin afectar al aprendizaje (Fig.IV.5, pág 75). Sin 
embargo, no podemos descartar la posible implicación microglial en otras regiones 
encefálicas. 
No obstante, el papel del hipocampo en memoria de reconocimiento de objetos es en 
ocasiones motivo de controversia, debido a experimentos en los que la lesión del 
hipocampo no repercute en la retención de la memoria. Un análisis de estos 
experimentos, realizado por (Cohen y Stackman Jr., 2015), concluye que la mayoría de 
las lesiones hipocampales carentes de efecto son permanentes, lo que impide distinguir 
entre las diferentes fases del procesamiento de la información en las que el hipocampo 
podría estar implicado y favorece la reorganización del lóbulo temporal medial como 
mecanismo compensador. Además, aquellas lesiones permanentes o temporales que 
generan déficit presentan un rasgo común, el tiempo que separa la sesión de 
entrenamiento del test es de al menos 10 minutos, mientras que para intervalos más 
pequeños no hay intervención del hipocampo. A su vez, sugiere que cuando la 
exploración de los objetos ocupa tiempos muy breves (memoria débil) no hay 
participación hipocampal. Las diferencias en el protocolo de reconocimiento de objetos, 
así como en el tamaño, el momento y la especificidad de la lesión, dificultan la 
interpretación del conjunto de experimentos, por lo que aún se necesita más investigación 
para revelar el papel definitivo de las diferentes estructuras implicadas bajo este 
paradigma. No obstante, en base a nuestros resultados conductuales, podemos especular 
que la microglía del hipocampo participa en la consolidación temprana de la memoria de 
reconocimiento de objetos. Como comentaremos posteriormente, el análisis 
inmunohistoquímico apoya esta proposición.  
V. 3 LA MICROGLÍA PARTICIPA EN LA MODIFICACIÓN 
DE MEMORIAS DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
PREVIAMENTE ALMACENADAS 
La distinción entre consolidación y reconsolidación es en ocasiones motivo de debate 
(Alberini, 2005; McKenzie y Eichenbaum, 2011). Sin embargo, aunque presentan 
elementos comunes, existen diferencias en los mecanismos celulares y moleculares, como 




amnésicos (Debiec y LeDoux, 2004; Dudai, 2004; Lee, Everitt, et al., 2004; Rossato et al., 
2007; Lima et al., 2009; Romero-Granados et al., 2010; Barnes et al., 2012; Lee y Hynds, 
2013), indicando que los eventos que transcurren durante la consolidación no se repiten 
cada vez que una memoria es reactivada. 
Nosotros hemos mostrado que la reconsolidación de la memoria ya almacenada, tras ser 
reactivada con la misma información, no requiere del cambio en la actividad microglial 
(Fig.IV.6, pág 76). Si bien es cierto, cabe considerar que la sesión de reactivación 
empleada, con los mismos objetos del entrenamiento, podría resultar insuficiente para 
recuperar el estado lábil de la memoria preexistente y por consiguiente, la retención de la 
memoria presentaría inmunidad frente a cualquier tratamiento amnésico. Existen varios 
factores que pueden afectar a la probabilidad de reactivación en diferentes paradigmas: la 
duración de la sesión de reactivación (Pedreira y Maldonado, 2003) y su separación con 
respecto al entrenamiento (edad de la memoria) (Milekic y Alberini, 2002; Eisenberg y 
Dudai, 2004; Boccia et al., 2006). Sin embargo, un trabajo previo de nuestro laboratorio 
coincidente en ambos parámetros, muestra como un tratamiento amnésico tras la sesión 
de reactivación bloquea la reconsolidación (Romero-Granados et al., 2010), indicando 
que nuestro diseño experimental es eficaz para suscitar la reactivación de una memoria 
previamente consolidada. De modo que, el resultado obtenido refleja la falta de 
implicación microglial en el proceso de reconsolidación de reconocimiento de objetos, 
cuando el objetivo prioritario de la reconsolidación es el fortalecimiento de una 
información ya adquirida. No obstante, la reconsolidación no es solamente un fenómeno 
que permite estabilizar y reforzar una memoria ya almacenada que ha recuperado su 
estado lábil (Lee, 2008), sino que además posibilita la integración de nueva información 
sobre una memoria ya consolidada (Lee, 2010). En ese caso, observamos participación 
microglial en la actualización del recuerdo con nueva información adquirida durante la 
sesión de reactivación (Fig.IV.7, pág 78). En concreto, el tratamiento con minociclina 
tras la reactivación con novedad interrumpe la estabilización de la memoria del objeto 
familiar tras recobrar su estado lábil (Fig.IV.7A) y la formación de la memoria para el 
objeto nuevo de la reactivación (Fig.IV.7C).  
En relación con ambas formas de reconsolidación (refuerzo y actualización), es sugerido 
que la reconsolidación de la memoria depende de diferentes regiones corticales cuando 
se reactiva con dos objetos familiares (Akirav y Maroun, 2006; Romero-Granados et al., 
2010), mientras que la actividad del hipocampo está asociada con la detección de novedad 
y cambios en la configuración espacial (Wan et al., 1999; Viola et al., 2000; Winograd y 
Viola, 2004; Moncada y Viola, 2006). De acuerdo con esta hipótesis, la inhibición de la 
síntesis proteica con anisomicina tras la sesión de reactivación sin novedad perjudica a la 
reconsolidación cuando se inyecta sistémicamente (Romero-Granados et al., 2010) o en 
la corteza prefrontal ventromedial (Akirav y Maroun, 2006), pero no cuando se 
administra en el hipocampo (Rossato et al., 2007). En cambio, en presencia de novedad, 
la administración intrahipocampal de anisomicina tras la reactivación sí bloquea la 
modificación de la memoria (Rossato et al., 2007). Puesto que la inhibición sistémica de 
la microglía deteriora ambos procesos asociados con la actividad hipocampal, 
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consolidación temprana y reconsolidación con novedad, es posible que bajo nuestro 
diseño experimental sólo esté involucrada la microglía localizada en el hipocampo, como 
señalábamos anteriormente. 
A pesar de que el tratamiento con minociclina impide el aumento del tamaño microglial 
tras la exploración, existe la posibilidad de que la conducta observada no se deba a la 
inhibición de la activación microglial, sino a un efecto colateral causado por el tratamiento 
con minociclina sobre la funcionalidad del hipocampo o el comportamiento de los 
ratones, capaz de disminuir el rendimiento en la exploración de los objetos, como 
ansiedad o locomoción reducida. Además, el suministro de minociclina en el peritoneo 
produce irritación abdominal, incluso si previamente se neutraliza su acidez, lo que 
origina estrés y liberación de corticoesteroides (Nessler et al., 2002; Yong et al., 2004). 
Son varias las evidencias que sugieren la nulidad de estos posibles efectos colaterales 
sobre nuestros resultados: (1) eficiente aprendizaje y reconsolidación sin novedad en 
animales tratados con minociclina, (2) eficiente consolidación cuando se administra 
minociclina 6 horas tras el entrenamiento, (3) uso de un tratamiento monodosis a 
diferencia de otras publicaciones que utilizan dosis repetidas (Griffin et al., 2006; Borre 
et al., 2012; Kohman et al., 2013; Jiang et al., 2015; Zhang et al., 2016; Wang et al., 2017), 
(4) dosis muy inferior (50 mg/kg) a la necesaria (100-150 mg/kg) para reducir la 
locomoción (Kofman et al., 1993), (5) el tratamiento local reproduce los resultados 
obtenidos en la formación de la MCP y la MLP mediante administración en el peritoneo, 
y (6) a excepción del estudio de aprendizaje (que no se ve alterado), la separación entre 
administración y sesión es superior a la vida media de la minociclina (2-3 h) (Yong et al., 
2004). No obstante, aún nos encontramos en la etapa temprana del estudio de la 
contribución glial en la memoria, por lo que el desarrollo de estrategias experimentales 
alternativas permitirá un abordaje más específico de la implicación de la microglía en el 
procesamiento de la información in vivo. 
V. 4 LA ACTIVACIÓN MICROGLIAL MODULA LA 
ACTIVIDAD NEURONAL DEL HIPOCAMPO DURANTE LA 
FORMACIÓN Y LA ACTUALIZACIÓN DE MEMORIAS 
DURADERAS DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
En nuestro trabajo hemos realizado un estudio de la activación de neuronas en tres 
subregiones del hipocampo dorsal: GD, CA3 y CA1, tras la exposición a sesiones de 
reconocimiento de objetos que desencadenan cada una de las fases del procesamiento de 
la información. Para ello, hemos utilizado el marcaje de c-Fos, trazador indirecto de 
activación neuronal (Tischmeyer y Grimm, 1999; Guzowski et al., 2005; Gao y Ji, 2009). 
Los resultados obtenidos revelan un aumento en la densidad de neuronas c-Fos+ en 
respuesta a una sesión de entrenamiento o de reactivación (con o sin novedad) en las tres 
regiones del hipocampo, 1,5 horas después de la sesión (Fig.IV.8 y Fig.IV.9, págs 80 y 
82). En GD la densidad es similar en las tres situaciones comportamentales (ENT, RA 




novedad, las regiones CA3 y CA1 exhiben una densidad mayor con respecto a la sesión 
de reactivación con objetos familiares. Dicho de otro modo, el asta de Amón del 
hipocampo manifiesta un mayor grado de actividad durante el almacenamiento de nueva 
información, ya sea en forma de una memoria nueva o como modificación de un 
recuerdo. Por tanto, durante las fases vulnerables al tratamiento con minociclina 
(formación y actualización de la MLP) se produce una mayor inducción en CA3 y CA1 
respecto al proceso insensible a minociclina (refuerzo de la MLP), lo que podría sugerir 
que el mayor grado de inducción ocasionado por la exploración de novedad es mediado 
por las células microgliales. De acuerdo con este planteamiento, la minociclina reduce la 
inducción de c-Fos cuando se administra justo después de la sesión de entrenamiento 
(Fig.IV.8, pág 80) o de reactivación con novedad (Fig.IV.9, pág 82) en CA3 y CA1, 
siendo más pronunciado el efecto en CA1, región clave en la memoria duradera de 
objetos (Hammond et al., 2004; Rossato et al., 2007; Cohen et al., 2013; Stackman Jr. 
et al., 2016). Del mismo modo, sólo observamos activación microglial, medida como 
incremento del área de células de microglía EGR-1+, en respuesta a una sesión de 
entrenamiento (Fig.IV.2, pág 71) o de reactivación con novedad (Fig.IV.10, pág 84), 
que igualmente es bloqueada por acción de la minociclina. Por tanto, podemos especular 
que durante las fases de consolidación y reconsolidación con nueva información se 
produce una activación microglial que modula la activación de CA3 y CA1, necesaria para 
la retención de la MLP 24 horas después de la sesión de entrenamiento o de reactivación 
con novedad. Aunque el porcentaje de células microgliales que se activan podría resultar 
insuficiente para modular la inducción de la actividad neuronal observada, conviene 
considerar tres factores: (1) la posible intervención de la microglía fuera de la zona de 
estudio, el stratum radiatum de CA1, (2) el porcentaje de microglía implicada podría ser 
superior, pues la activación no siempre va acompañada de un cambio morfológico obvio 
(Eskes et al., 2003; Cunningham et al., 2005), y (3) la acción de un intermediario entre la 
comunicación de la microglía y las neuronas podría amplificar la señal. 
Puesto que las células piramidales del circuito trisináptico son principalmente 
glutamatérgicas (Radonjic et al., 2014), el mecanismo de regulación de la actividad 
neuronal podría estar mediado por receptores de glutamato. Aunque existen varias clases 
de receptores con afinidad por el glutamato, la participación de los receptores de tipo 
NMDA ha sido extensamente reconocida en procesos de plasticidad sináptica y memoria, 
teniendo especial relevancia en el hipocampo (Morris, 2013). Los receptores NMDA son 
heterotetrámeros constituidos por dos subunidades GluN1 y dos subunidades 
reguladoras GluN2 (A-D) o GluN3 (A-B) (Cercato et al., 2016). La expresión de las 
subunidades GluN1 y GluN2A (pero no GluN2B), medida por western blot, aumenta en 
el hipocampo de rata 70 minutos después de la sesión de entrenamiento de 
reconocimiento de objetos con respecto a las ratas sacrificadas inmediatamente después 
del entrenamiento, sin variar su expresión en la corteza prefrontal. Así, una sesión de 
entrenamiento podría conducir a un incremento de receptores NMDA en las sinapsis 
hipocampales, facilitando los procesos de plasticidad sináptica que contribuyen al 
almacenamiento de información (Cercato et al., 2016). Trabajos con herramientas 
farmacológicas y genéticas corroboran la importancia de estos receptores en nuestro 
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paradigma de estudio. Por ejemplo, el suministro antes del entrenamiento en el 
hipocampo de ratas de un antagonista del receptor NMDA, APV, afecta a la retención 
de la memoria 3 horas, pero no 5 minutos, después del entrenamiento (Baker y Kim, 
2002). Asimismo, la administración sistémica en ratas del antagonista MK-801, antes o 
después de la sesión de entrenamiento, bloquea la retención de la memoria 1,5 y 24 horas 
más tarde (de Lima et al., 2005). Además, ratones transgénicos que sobreexpresan la 
subunidad GluN2B tienen facilitada la LTP en el hipocampo y la formación de la MLP 
de reconocimiento de objetos evaluada 1 o 3 días después del entrenamiento (Tang et al., 
1999). Del mismo modo, la eliminación en ratones de los receptores NMDA en CA1 
bloquea la formación de la memoria cuando las sesiones de entrenamiento y test están 
separadas por 0,5 horas, 2 horas o 24 horas (Rampon et al., 2000). Todo junto sugiere 
que la activación de los receptores NMDA del hipocampo es requerida durante los 
procesos de aprendizaje y memoria de reconocimiento de objetos. 
Un importante modulador endógeno de la actividad de los receptores NMDA es el 
coagonista D-serina, cuya señalización está ligada al componente astroglial (Panatier et al., 
2006; Henneberger et al., 2010; Fossat et al., 2012; Kang et al., 2013). Cuatro factores 
contribuyen a su potencial regulador: (1) carece de la capacidad neurotóxica del agonista 
glutamato (Coyle y Tsai, 2004), (2) distribución solapada de la D-serina y los receptores 
NMDA (Schell et al., 1997), (3) alta afinidad por la D-serina del sitio de unión de glicina 
(Matsui et al., 1995), y (4) que en el hipocampo in vivo, los sitios de unión de glicina no 
están saturados (Danysz y Parsons, 1998; Panizzutti et al., 2005). En base a todas estas 
observaciones, cabe considerar a la astroglía como un posible coregulador de la actividad 
sináptica a través del sitio de unión de glicina de los receptores NMDA. 
V. 5 LOS ASTROCITOS COMO POSIBLES 
INTERMEDIARIOS DE LA COMUNICACIÓN MICROGLÍA-
NEURONAS IMPLICADA EN LA FORMACIÓN Y LA 
ACTUALIZACIÓN DE MEMORIAS DURADERAS DE 
RECONOCIMIENTO DE OBJETOS 
Con objeto de determinar la posible intervención de los astrocitos en el almacenamiento 
de nueva información, analizamos si la exploración de nuevos objetos origina cambios 
de expresión en genes asociados a su actividad. Un trabajo reciente describe cambios 
transcripcionales en astroglía del hipocampo dorsal tras una tarea cognitiva en genes 
asociados al papel de los astrocitos como soporte metabólico de las neuronas (Tadi et al., 
2015). Nosotros hemos observado un incremento de la expresión en el hipocampo de 
tres marcadores astrogliales, gfap, s100β y srr, en respuesta a la exploración breve de varios 
objetos novedosos (Fig.IV.11, pág 85). El marcador GFAP, que está asociado con la 
activación de los astrocitos ante un daño del SNC (Khakh y Sofroniew, 2015), exhibe un 
incremento no significativo en respuesta a la exploración 1 hora más tarde, reflejo de 
activación astroglial. El gen codificante para la proteína de unión a calcio S100-β aumenta 




superior con respecto a los ratones no estimulados. Este resultado podría ser un reflejo 
del reconocimiento de la actividad sináptica por los astrocitos, pues ha sido propuesto 
que la secreción de S100-β actúa como prevención frente al daño por hiperactividad, al 
regular negativamente la actividad nerviosa; así, la deleción de s100β mejora el 
rendimiento de los ratones en paradigmas que dependen del hipocampo (Nishiyama et al., 
2002). Además, es sugerida su implicación en memoria (Hydén y Lange, 1970) y procesos 
de plasticidad sináptica que dependen del Ca2+ neuronal, dado que la aplicación de S100-
β exógeno aumenta la concentración de Ca2+ en neuronas y astrocitos en cultivo 
(Nishiyama et al., 2002). No obstante, S100-β no sólo se localiza en el citoplasma de los 
astrocitos sino también en las células ependimarias de los plexos coroideos y los 
oligodendrocitos (Rajewska-Rager y Pawlaczyk, 2016). Finalmente, srr, el gen que codifica 
para la enzima serina racemasa, implicada en la síntesis de D-serina (Wolosker, 
Blackshaw, et al., 1999; Wolosker, Sheth, et al., 1999; De Miranda et al., 2002), aumentó 
ligeramente su expresión 1 hora después de la sesión de exploración. Este leve 
incremento podría ser insuficiente para subir los niveles de D-serina, sin embargo, la 
relación entre transcripción y actividad enzimática no es directa, ya que excluye los 
procesos de traducción, modificaciones post-traduccionales y mecanismos de regulación. 
Por ello, no podemos descartar una mayor biosíntesis del D-aminoácido en respuesta a 
la exploración de objetos. En este sentido, un mecanismo de regulación sobre la 
funcionalidad de la serina racemasa mediado por la proteína quinasa C ha sido 
identificado como responsable de una mayor producción de D-serina en el hipocampo 
de ratas, sacrificadas tras el test de MCP de reconocimiento de objetos, sin modificación 
del nivel transcripcional de srr (Vargas-Lopes et al., 2011). 
Por otro lado, observamos un incremento en el área de astrocitos GFAP+ del stratum 
radiatum de CA1 durante la consolidación temprana evocada por la exploración de objetos 
(Fig.IV.12, pág 86), lo que indica, junto con los cambios de expresión, activación de los 
astrocitos en respuesta a la exploración. Podría ser un reflejo de la posible participación 
de los astrocitos en el almacenamiento de información.  
Con el propósito de aproximarnos al presunto papel astroglial en la formación de la 
memoria, simulamos el efecto de la gliotransmisión mediante la administración de D-
serina exógena. A pesar de la débil difusión de la D-serina a través de la barrera 
hematoencefálica (Pernot et al., 2012), una dosis de 50 mg/kg, similar a la que utilizamos 
(75 mg/kg), es suficiente para inducir un aumento de la activación hipocampal (Panizzutti 
et al., 2005) y facilitar la memoria de reconocimiento de objetos sin afectar a la 
locomoción ni causar ansiedad (Bado et al., 2011), a diferencia de dosis muy altas (600-
1300 mg/kg) y ansiogénicas (Labrie, Clapcote, et al., 2009) empleadas habitualmente en 
experimentos conductuales (Duffy et al., 2008; Zhang, Gong, et al., 2008). 
Nosotros mostramos que la coadministración de D-serina, revierte el déficit ocasionado 
por la inhibición de la función microglial sobre la retención de la MLP 24 horas después 
del entrenamiento (Fig.IV.13, pág 87) o de la reactivación con novedad (Fig.IV.15, pág 
90). Además, la D-serina mantiene su capacidad de reversión desde el final del 
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entrenamiento hasta al menos 2 horas, mientras que la coadministración del 
gliotransmisor a las 4 horas no recupera completamente la deficiencia cognitiva causada 
por el suministro de minociclina al acabar el entrenamiento (Fig.IV.14, pág 89). Por 
consiguiente, el requerimiento temporal de la D-serina y de la función microglial (descrito 
anteriormente) en la formación de la MLP son similares (Fig.IV.4 y Fig.IV.14, págs 74 
y 89). De igual modo, el suministro de D-serina posibilita la formación de la MLP cuando 
se administra 0,5 horas, pero no 6 horas, después de una sesión de entrenamiento de 
duración insuficiente para retener la memoria de reconocimiento de objetos 24 horas más 
tarde. Además, observaron que la administración sistémica incrementa el nivel de D-
serina en el hipocampo (Bado et al., 2011). Estos resultados, junto con el requerimiento 
temporal inferior a 6 horas de la activación hipocampal (de Lima et al., 2006), nos aporta 
una evidencia más de que los procesos de memoria analizados dependen del hipocampo, 
y que el deterioro causado por minociclina es originado por la inhibición de la microglía 
localizada en esta región y revertido por la acción de la D-serina exógena. 
De la interpretación de los experimentos comportamentales podemos inferir que el 
déficit cognitivo se produce por un impedimento en la señalización de la D-serina, debido 
a la inhibición de la actividad microglial. Así, la coadministración del D-aminoácido 
recupera la densidad de neuronas c-Fos+ mitigada por el tratamiento con minociclina en 
CA3 y CA1, descrita 1,5 horas después del entrenamiento (Fig.IV.16, pág 92) o de la 
sesión de reactivación con novedad (Fig.IV.18, pág 97). Por lo que la unión del 
coagonista a los receptores NMDA de ambas subregiones hipocampales parece constituir 
un elemento clave para la formación y actualización de la MLP. En cambio, la 
coadministración de D-serina no revierte el bloqueo de la función microglial causado por 
minociclina, medida como incremento del área promedio microglial EGR-1+ en CA1 
(Fig.IV.17 y Fig.IV.19, págs 94 y 98), lo que sugiere que el suministro del gliotransmisor 
simula una fase posterior a la activación de la microglía, que hace de esta un paso 
prescindible. Además, la administración exclusiva de D-serina evita la activación 
microglial que se produce durante la formación (Fig.IV.17, pág 94) y actualización de la 
MLP (Fig.IV.19, pág 98), lo que podría considerarse como un indicio de que la microglía 
no se activa cuando la concentración de D-serina ha alcanzado el umbral óptimo para 
modular la neurotransmisión y sí lo hace cuando el nivel de D-serina es insuficiente. Tal 
vez se trate de un mecanismo de seguridad con el fin de evitar el exceso de actividad 
neuronal. Así, la microglía parece detectar la actividad ligada a los receptores NMDA y 
responder en consecuencia; de hecho, la aplicación del agonista NMDA en rodajas de 
hipocampo aumenta el área microglial en el stratum radiatum de CA1 (Dissing-Olesen et al., 
2014), al igual que ocurre durante los procesos de consolidación y actualización de la 
memoria desencadenados tras una tarea conductual (Fig.IV.17 y Fig.IV.19, págs 94 y 
98). Por tanto, el reconocimiento por la microglía del espacio extracelular y de la actividad 
sináptica podría mediar no sólo el bloqueo de la activación microglial cuando el nivel de 
D-serina es suficiente, sino además inducir la activación de la microglía cuando se necesita 
alcanzar un nivel óptimo. Una posible vía que posibilite el reconocimiento de la 
señalización mediada por D-serina sería la presencia de receptores NMDA en la 




Matute, 1997; Liang et al., 2010; Murugan et al., 2011; Kaindl et al., 2012), la aplicación 
de NMDA sobre microglía de rodajas hipocampales no genera cambios fisiológicos 
detectables (Eyo et al., 2014; Wendt et al., 2016), por lo que es necesario corroborar la 
presencia de receptores funcionales en microglía bajo condiciones fisiológicas. Aun así, 
otros receptores ionotrópicos (receptor AMPA) y metabotrópicos (mGluRs) de 
glutamato también han sido identificados en cultivos de microglía (Kettenmann et al., 
2011). De hecho, tanto en cultivos celulares como en rodajas de médula espinal ha sido 
reconocida la migración microglial hacia una fuente de glutamato, en un proceso de 
quimiotaxis mediado por receptores AMPA y mGluRs (Liu et al., 2009). Por otra parte, 
un estudio en rodajas de ratón sobre un modelo para el aura de la migraña propone al K+ 
como señal activadora de la microglía. De modo que, la microglía es capaz de detectar la 
activación de los receptores NMDA a través del incremento subsecuente de los niveles 
de K+ extracelular. No obstante, el aumento de K+ obtenido resulta improbable en 
condiciones fisiológicas (Wendt et al., 2016). Mencionar también, una investigación 
desarrollada tanto en rodajas de hipocampo como in vivo, que muestra como la activación 
de los receptores NMDA neuronales produce la liberación de ATP, que al ser reconocido 
por receptores purinérgicos de la microglía, esta extiende sus procesos hacia las neuronas 
(Dissing-Olesen et al., 2014; Eyo et al., 2014), siendo en CA1 donde se observa una 
respuesta mayor (Eyo et al., 2014). Finalmente, es preciso señalar la posible participación 
de otros sistemas no directamente relacionados a priori con la función de los receptores 
NMDA en la interacción neurona-microglía, como por ejemplo la señalización CX3CL1-
CX3CR1 (Fig.V.2, nº2). Scianni et al., 2013 demuestra en rodajas hipocampales de ratón 
como la aplicación de CX3CL1 exógeno, un ligando neuronal, potencia la función de los 
receptores NMDA en CA1 durante la estimulación eléctrica de las colaterales de Schaffer, 
mediante un mecanismo asociado a D-serina y sensible a minociclina. Postularon que la 
activación de los receptores microgliales CX3CR1 induce la liberación de adenosina que 
se une a receptores A2A de microglía y astrocitos (Fig.V.2, nº3), estimulando así la 
liberación de D-serina.  
Del análisis de nuestros experimentos con D-serina, podemos extrapolar que la 
inhibición de la función microglial por minociclina tras la exploración de nueva 
información mantiene los niveles endógenos de D-serina por debajo del nivel óptimo 
necesario para incrementar la actividad neuronal en CA3 y CA1, por limitar la activación 
de los receptores NMDA; así, el tratamiento con D-serina exógena revierte el efecto en 
ausencia de respuesta microglial. En conformidad con nuestros datos, bajo un paradigma 
que depende del hipocampo, la deficiencia en memoria espacial, producida por 
perturbación de la función astroglial con fluoroacetato, es rescatada mediante el 
suministro de D-serina exógena (Zhang, Gong, et al., 2008). 
En definitiva, parece que la microglía interviene sobre el comportamiento cognitivo 
estudiado modulando los sitios de unión de glicina de los receptores NMDA, de acuerdo 
con varios factores: (1) la relevancia de los receptores NMDA hipocampales en 
reconocimiento de objetos y la implicación de la D-serina como modulador de estos 
receptores, (2) la inocuidad de la minociclina sobre la formación de la MCP y el deterioro 
V. Discusión  
114 
 
que produce sobre el establecimiento de la MLP (Fig.IV.3 y Fig.IV.7, págs 73 y 78) en 
consonancia con, la asociación entre D-serina y diferentes procesos relacionados con la 
formación de memorias duraderas, como LTP (Henneberger et al., 2010; Shigetomi et al., 
2013), sinaptogénesis (Diniz et al., 2012) y neurogénesis hipocampal adulta (Sultan et al., 
2013), (3) la ausencia de efecto de la administración de D-serina exógena sobre el 
procesamiento de la información en presencia de microglía activada (Fig.IV.13 y 
Fig.IV.15, págs 87 y 90), (4) la falta de efecto de la coadministración de D-serina sobre 
la activación neuronal en aquellas situaciones conductuales independientes de la 
activación microglial (ratones no entrenados, no reactivados, reactivados sin novedad; 
Fig.IV.16 y Fig.IV.18, págs 92 y 97), (5) la similitud entre la ventana temporal en la que 
participa la microglía en la formación de la memoria (Fig.IV.4, pág 74) y la ventana de 
tiempo en la que la D-serina bloquea el déficit cognitivo causado por el tratamiento con 
minociclina (Fig.IV.14, pág 89), y finalmente (6) la reversión originada por la D-serina 
sobre el efecto de la minociclina en el rendimiento cognitivo y la inducción de la actividad 
neuronal. 
Teniendo en cuenta que los procesos microgliales y astrogliales están estrechamente 
entrelazados (Jinno et al., 2007) y los astrocitos son clave en la modulación de los 
receptores NMDA vía D-serina (Panatier et al., 2006; Henneberger et al., 2010; Fossat 
et al., 2012; Kang et al., 2013), proponemos al componente astroglial como intermediario 
de la comunicación microglía-neurona durante la formación y actualización de la 
memoria de reconocimiento de objetos. Del mismo modo, el papel de los astrocitos 
como intermediario ha sido propuesto en un estudio en rodajas hipocampales en el que 
la activación de la microglía por LPS modula la neurotransmisión excitadora. En él, 
Pascual et al., 2012 propone que la microglía activada libera ATP que es reconocido por 
receptores P2Y1 de astroglía que amplifican la señal por liberar más ATP capaz de reclutar 
un mayor número de astrocitos (Fig.V.2, nº3 y 4). La astroglía activada libera glutamato 
que se une a los receptores metabotrópicos mGluR5 de los terminales presinápticos, lo 
que conduce a un aumento de la exocitosis de neurotransmisores. La activación artificial 
de los receptores P2Y1 hace de la función microglial un paso prescindible (Pascual et al., 
2012). Por otro lado, no sólo la liberación de ATP por la microglía capacita su 
comunicación con los astrocitos (Pascual et al., 2012; Shinozaki et al., 2014), sino que 
además, otras moléculas podrían intervenir, como citoquinas que han sido reconocidas 
inducir la astrogliosis reactiva ante una lesión (Liddelow et al., 2017). Pese a la importante 
contribución que aportan los diferentes modelos de interacción celular encontrados en la 
literatura, es necesario el desarrollo de nuevas investigaciones para esclarecer el 
mecanismo molecular que sustenta la comunicación bidireccional de la microglía con sus 
células vecinas, astrocitos y neuronas, durante el almacenamiento de nueva información 





Figura V.2. Modelo teórico propuesto de comunicación neuroglial durante el 
almacenamiento de nueva información de reconocimiento de objetos. 
La exploración de nuevos objetos provoca la activación de neuronas glutamatérgicas del 
hipocampo (1). Este incremento en la actividad sináptica es reconocido a través de los procesos 
microgliales que continuamente inspeccionan el medio extracelular de forma dependiente de la 
actividad sináptica. La fractalquina (CX3CL1) secretada o anclada en la membrana neuronal y/o 
el ATP y/o el K+ secretados en respuesta a la neurotransmisión glutamatérgica, se unen a los 
receptores microgliales CX3CR1 y P2Y12, y al canal Kir2.1 respectivamente, lo que permite a la 
microglía reconocer los cambios en la actividad sináptica (2). Si la actividad de los receptores 
NMDA está limitada, la microglía se activa e interacciona vía ATP y/o adenosina con la astroglía 
que se unen a los receptores P2Y1 o A2A respectivamente (3). La activación del receptor P2Y1 
recluta un mayor número de astrocitos por amplificar la señal de ATP (4). La astroglía activada 
libera D-serina al exterior por exocitosis y exporta a las neuronas su precursor L-serina (5), que 
es sintetizado en el astrocito a partir de glucosa procedente de los vasos sanguíneos o la lisis del 
glucógeno, en un proceso cuya etapa limitante está catalizada por 3-PGDH. La salida y entrada 
de L-serina del astrocito y las neuronas respectivamente está mediada por transportadores de 
aminoácidos neutros como el transportador de salida ASCT1. La disponibilidad de L-serina en 
la neurona posibilita la biosíntesis de D-serina catalizada por SR (6). La D-serina es liberada por 
Asc-1 u otros transportadores neuronales, lo que permite la activación de los receptores NMDA 
sinápticos (7). La señalización de la D-serina finaliza con la recaptación por las neuronas y 
astrocitos (Wolosker et al., 2016). 3-PGDH: D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa, A2AR: receptor 
de adenosina, Asc-1: transportador de alanina/serina/cisteína, ASCT1: transportador de 
alanina/serina/cisteína/treonina, CX3CL1, CX3CR1: fractalquina y su receptor, Kir2.1: canal de 
rectificación de entrada de K+, P2Y12: receptor metabotrópico purinérgico, AMPA-R, NMDA-
R: receptores ionotrópicos de glutamato, y SR: serina racemasa. La ilustración no considera 
escalas de tamaño ni diferencia microdominios celulares. Fuente: elaboración propia. 
A pesar de la posible intermediación de los astrocitos, cabe considerar el potencial de la 
microglía para regular directamente la neurotransmisión a través de coagonistas del 
receptor NMDA. En este sentido, han sido identificados en medios condicionados de 
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microglía, la presencia de glicina capaz de facilitar la inducción de LTP en la colateral de 
Schaffer del hipocampo (Hayashi et al., 2006). Asimismo, en medios de cultivos de 
microglía expuestos a la proteína β-amiloide, se ha detectado la expresión de serina 
racemasa y la liberación de D-serina (Wu et al., 2004). Sin embargo, para considerar que 
la microglía ejerce una modulación directa sobre la actividad sináptica mediante esta vía, 
es necesario nuevas estrategias que se aproximen a las condiciones fisiológicas para 
corroborar los resultados obtenidos en cultivos y rodajas. 
Por otro lado, un análisis reciente sobre la localización de D-serina y serina racemasa 
(Wolosker et al., 2016) indica que aunque existe cierta expresión de la enzima en los 
astrocitos del hipocampo, la biosíntesis del D-aminoácido ocurre principalmente en las 
neuronas, anulando la noción que se tenía hasta ahora de la D-serina como 
gliotransmisor. La inespecificidad de los anticuerpos y la diferenciación del perfil 
transcripcional de los astrocitos in vitro respecto in vivo son propuestos como responsables 
de considerar a la astroglía la fuente principal de D-serina. A pesar de que los astrocitos 
pudieran generar niveles insuficientes de D-serina para modular la plasticidad sináptica, 
la astroglía mantiene un papel relevante en la señalización mediada por D-serina, como 
fuente de su precursor, la L-serina (Yamasaki et al., 2001) (Fig.V.2, nº5 y 6). De hecho, 
la deleción del gen Phgdh que codifica la enzima responsable de la producción de L-serina 
a partir de glucosa, 3-PGDH (sigla en inglés para D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa), 
disminuye los niveles de D-serina en una magnitud similar a la obtenida mediante 
deleción de srr (Basu et al., 2009; Yang et al., 2010). Así, con el objetivo de explicar la 
relevancia atribuida a la gliotransmisión de D-serina en plasticidad sináptica, ha sido 
propuesta una nueva hipótesis: la transferencia de L-serina de los astrocitos a las neuronas 
(Wolosker et al., 2016). Un mecanismo parecido resulta limitante en la formación de la 
MLP en diferentes paradigmas conductuales, la transferencia de lactato de astrocitos a 
neuronas (Suzuki et al., 2011; Steinman et al., 2016). Además, la producción de D-serina 
por las neuronas justifica la unión mayoritaria de la D-serina a los receptores NMDA 
sinápticos (Papouin et al., 2012) (Fig.V.2, nº7), a diferencia de los transmisores gliales 
que acceden más fácilmente a receptores localizados fuera de la sinapsis, debido a la 
mayor distancia que separa a la glía de la hendidura sináptica (Araque et al., 2014). 
Investigaciones futuras son requeridas para dilucidar la relevancia de la D-serina en 
plasticidad según su procedencia y corroborar la hipótesis de la transferencia de su 
precursor a las neuronas. 
En definitiva, nuestros resultados sugieren que la detección de información novedosa, 
mediante un mecanismo aún por determinar, podría estimular un cambio en el estado 
activo de la microglía que la capacite para aumentar, a través de los astrocitos, la densidad 
de neuronas piramidales activas del hipocampo dorsal, probablemente mediante la 
modulación de los receptores NMDA (Fig.V.2). Este sistema permite el almacenamiento 
de información como una memoria nueva o un recuerdo actualizado. Por consiguiente, 
nuestro trabajo demuestra que la cooperación entre las neuronas y las células gliales 
























1. El procesamiento de la información desencadenado por la exploración de objetos 
novedosos modifica el estado activo de la microglía y la astroglía en el hipocampo. 
2. Durante el establecimiento de la memoria se producen cambios transcripcionales 
en microglía y astrocitos del hipocampo. 
3. La formación de memorias poco duraderas de reconocimiento de objetos no 
necesita activación microglial. 
4. La activación de la microglía hipocampal es requerida para el establecimiento de 
memorias duraderas de reconocimiento de objetos. 
5. El cambio de actividad de las células microgliales es necesario en el proceso de 
reconsolidación, sólo cuando conduce a la actualización de memorias de 
reconocimiento de objetos previamente almacenadas. 
6. El cambio de actividad microglial modula la correcta activación de neuronas 
piramidales del hipocampo durante la formación de nuevas memorias y la 
actualización de recuerdos de reconocimiento de objetos. 
7. Un nivel óptimo de D-serina es necesario para la consolidación y la actualización 
de memorias ya almacenadas. 
8. La regulación necesaria para la formación y actualización de la memoria que ejerce 
la microglía a través de la D-serina, se lleva a cabo mediante un mecanismo sin 
establecer, posiblemente mediado por los astrocitos, que podrían intervenir como 
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